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1. Glaucoma. Conceptos y datos generales. 
El glaucoma es un síndrome multifactorial caracterizado por una elevada presión intraocular 
(PIO), una alteración de la cabeza del nervio óptico y una pérdida de campo visual. Cuando la 
pérdida de tejido del nervio óptico es significativa, los pacientes desarrollan la disminución del 
campo visual. Antes de que ésta sea cuantificable, pueden perder una cantidad importante de tejido 
del nervio óptico; por ello, es importante realizar un diagnóstico precoz sin esperar a la pérdida de 
campo visual1. 
Según datos de la OMS, es la segunda causa de ceguera en el mundo, por detrás de las 
cataratas (fig. 1); pero la ceguera producida por éstas es reversible, mientras que la ceguera 
glaucomatosa es, hoy por hoy, irreversible2.  
La prevalencia en la población está alrededor de un 2’4%. Se estima que 66’8 millones de 
personas en el mundo tienen glaucoma, de las cuales 6’7 millones presentan ceguera bilateral. En 
España existen unas 300.000 personas con glaucoma diagnosticado y aproximadamente 700.000 
personas lo padecen sin diagnosticar. En Estados Unidos, la prevalencia del glaucoma de ángulo 
abierto es de 1,86%3-5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 1.- Causas de Ceguera en el mundo. DMAE = Degeneración Macular Asociada a la Edad. Tomado de formularios 
de la OMS “Magnitude and causes of visual impairment” Nov. 2004.  
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La alta prevalencia del glaucoma supone un elevado coste económico por concepto de 
consultas, hospitalización y otros gastos directos por la enfermedad. Además, hay que tener en 
cuenta el impacto socio-económico de la disminución en la productividad de las personas 
glaucomatosas por incapacidad visual. Por tanto, el glaucoma es un problema para la Salud Pública6. 
El glaucoma entra en la denominación de la OMS para las cegueras evitables; es decir, es 
una enfermedad con un tratamiento específico que ha resultado ser eficaz, y su eficacia es mayor 
cuando la enfermedad se detecta en una fase más precoz. El objetivo de las sociedades 
oftalmológicas es centrar sus esfuerzos en lograr un diagnóstico lo más precoz de esta patología, 
antes de que el deterioro visual sea demasiado importante, para administrar el tratamiento más 
adecuado y, de este modo, cambiar el hecho de que una enfermedad evitable siga siendo una de las 
principales causas de ceguera  en todo el  mundo. 
Es una enfermedad ligada a la edad, es decir, el riesgo aumenta conforme avanzan los años.  
Otros factores de riesgo para el desarrollo y evolución del glaucoma son los antecedentes 
familiares, la hipertensión arterial, las enfermedades cardiovasculares, la miopía o la diabetes 
mellitus. Así mismo, las personas de raza negra presentan mayor riesgo de padecer la enfermedad7-9. 
 
1.1. Recuerdo anatómico. 
El órgano de la visión está compuesto por el globo ocular, vía óptica y los anexos.  
El globo ocular lo componen  3 capas (fig. 2):  
 
1. Externa. Compuesta por una zona anterior (córnea) y otra posterior (esclerótica). Da 
forma al globo ocular y protege a los elementos más internos. 
2. Media. También llamada úvea. Es la capa vascular y en ella podemos distinguir una zona 
anterior (iris y cuerpo ciliar) y una zona posterior (coroides). 
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3. Interna. Constituida por la retina. Es la capa más interna y contiene, entre otros 
elementos, las células fotorreceptoras, conos y bastones. Los conos son los responsables 
de la visión fotópica (diurna, en color) y los bastones son los responsables de la visión 
escotópica (nocturna, que no es en color). En esta capa se encuentran la mácula óptica, 
punto de mayor agudeza visual  por presentar la mayor concentración de conos; y la 
papila o disco óptico, zona  que no es sensible a la luz por carecer de células 
fotorreceptoras (zona ciega), y que es el punto de salida del nervio óptico10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 2.- Morfología del globo ocular. Tomado de  http://www.cfnavarra.es/salud/anales/textos/vol23/n1 /revis1a.html 
 
1.2. Papila óptica. 
La papila óptica es la parte del nervio óptico que penetra en el globo ocular y que podemos 
reconocer fácilmente. En este punto confluyen las fibras nerviosas de la retina, y partir de él salen las 
señales nerviosas hacia el cerebro.  
Presenta una depresión o excavación fisiológica, que suele ser inferior al 40% de su tamaño. 
La observación de la excavación papilar se utiliza para el diagnóstico del glaucoma, puesto que esta 
Introducción 
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enfermedad presenta una excavación muy característica de tamaño superior al fisiológico y que es 
valorable morfológica y morfométricamente en la exploración del fondo de ojo (fig. 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 3.- Morfología de la papila óptica. Excavación papilar fisiológica (A) versus glaucomatosa (B). Foto A tomada de 
http://www.retinapanama.com/paginas /terminol/e.htm. Foto B tomada de http://www. horusgo.comglaucoma.htm   
 
1.3. Lesión glaucomatosa. 
La lesión del nervio óptico que acontece en el glaucoma produce una pérdida de la función 
visual. La agudeza visual central es más resistente a la lesión glaucomatosa, de modo que el inicio de 
la enfermedad está caracterizado por una pérdida de visión periférica y produciendo lo que se conoce 
como visión de túnel. 
Sobre la lesión de la papila óptica existen dos teorías principales: la mecánica y la vascular11.  
 
- Teoría mecánica: propone que la compresión de los axones contra la lámina cribosa afecta el 
flujo axoplasmático y conduce a la muerte de los axones. En animales con PIO elevada, la 
compresión y la fusión de las placas de la lámina comprime los axones; la interrupción del 
flujo axoplasmático producida por esta compresión puede iniciar la apoptosis, conduciendo a 
la muerte celular programada. 
- Teoría vascular: afirma que el flujo sanguíneo de la papila óptica está afectado. La isquemia 
resultante puede dificultar la nutrición de los axones y el flujo axoplasmático. En el nervio 
óptico normal, los vasos se autorregulan para acomodarse a las variaciones de presión de 
B A 
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perfusión; una anormalidad en esta autorregulación puede desempeñar un papel en la lesión 
glaucomatosa.  
 
1.4. Humor acuoso. 
El humor acuoso es el medio a través del cual el cuerpo proporciona alimento y elimina los 
desechos del segmento anterior del ojo; pues el cristalino, la córnea y el retículo trabecular  no tienen 
riego sanguíneo, y necesitan un sistema de circulación alternativo.   
Se produce en el cuerpo ciliar, circula por la cámara posterior, pasa a través de la pupila a la 
cámara anterior y sale a través del retículo trabecular (fig. 4).  
Procede del plasma, y se diferencia de éste en que el acuoso está casi totalmente desprovisto 
de proteínas, contiene entre 10 y 50 veces más ascorbato, es hipertónico y ligeramente más ácido12-15.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 4.- Morfología de la cámara anterior. Homeostasis del humor acuoso.  Tomado de “Preguntas y respuestas sobre el 
glaucoma. El ladrón silencioso de la vista. Pfizer Ophthalmics.”    
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1.5. Presión intraocular. 
La proporción entre la producción y la eliminación del acuoso determina la PIO (fig. 5). La 
elevación de la PIO se debe bien a una excesiva producción de acuoso (muy raro), bien a un defecto 
en el drenaje del mismo16.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 5.- Efectos de la presión intraocular en las estructuras del globo ocular Proceso de autorregulación.  Tomado de  
http://hipocrates.tripod.com/ oftalmologia/glaucoma.htm 
 
 
Según aumenta la PIO el flujo sanguíneo se mantiene, gracias al mecanismo de 
autorregulación17,18. Esto ocurre hasta que la presión llega a los 40 mm Hg., punto en el que la 
autorregulación no es suficiente y el flujo empieza a bajar. Pero algunos pacientes no son capaces 
de autorregular, y ante un aumento de la presión el flujo disminuye directamente. Estos son los 
pacientes con una predisposición para desarrollar glaucoma19,20.   
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1.6. Clasificación del glaucoma. 
Tener una presión intraocular elevada no quiere decir necesariamente que el nervio óptico 
esté afectado; es decir, que la persona tenga glaucoma. Ciertamente, en la población, existen dos 
grupos de personas diferentes: aquellas con un nervio óptico normal y aquellas con un nervio óptico 
lesionado. En el primer grupo no se produce glaucoma, en el segundo sí.  
Si esta división de la población, en función de tener lesionado o no el nervio óptico, la 
reorganizamos teniendo en cuenta la PIO, los grupos que obtenemos son:  
 
 
- Normal: sin glaucoma ni hipertensión ocular. Nervio óptico normal y PIO entre 12-21 mm. 
Hg. 
- Hipertensión ocular: sin glaucoma pero con PIO elevada. Nervio óptico normal y PIO >21 
mm. Hg. 
- Glaucoma: con glaucoma e hipertensión ocular. Lesión glaucomatosa del nervio óptico y PIO 
>21 mm. Hg. 
- Glaucoma normotensivo: con glaucoma y sin hipertensión ocular. Lesión glaucomatosa del 
nervio óptico y PIO entre 12-21 mm. Hg. 
 
 
En este punto podemos realizar una clasificación del glaucoma en función de la existencia de 
obstrucción en el sistema de drenaje (glaucoma de ángulo abierto y glaucoma de ángulo  cerrado) o 
en función de su etiología (glaucoma primario y glaucoma secundario)21. 
Por último, según sus causas22, el glaucoma puede clasificarse en: 
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El tipo más común de glaucoma es el primario de ángulo abierto (GPAA), que supone 60-
70% de todos los casos. Es un tipo de glaucoma crónico, de progresión lenta y asintomático, por lo 
que el diagnóstico es tardío y se realiza cuando el paciente ya ha perdido el 40-50% de las fibras 
nerviosas del nervio óptico, cuando la pérdida de visión ya es importante23-25. 
 
 
La relación entre la PIO y las lesiones glaucomatosas del nervio óptico es indiscutible, pero 
la existencia de un tipo de glaucoma con PIO normal (glaucoma normotensivo) indica que otros 
factores deben desempeñar un papel importante en la patogenia del glaucoma. Entre los mecanismos 
que pueden estar relacionados con la etiopatogenia del glaucoma y la homeostasis del humor acuoso, 
están entre otros la formación de radicales libres y el estado de las defensas antioxidantes, el óxido 
nítrico y los compuestos tóxicos derivados de él, los neurotransmisores y algunas proteínas 
inductoras de apoptosis, como la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) o la caspasa-3.   
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2.- Estrés Oxidativo.  
El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la producción de radicales libres (RL) y la 
eliminación de estos por medio de las defensas antioxidantes26-29 (fig. 6). Las células no utilizan todo 
el oxígeno que les llega, y un 2% de ese oxígeno que no utilizan es transformado en las sustancias 
tóxicas que se conocen como radicales libres. 
Los procesos de estrés oxidativo no generan síntomas específicos, de ahí su peligrosidad. Si 
no es tratado, el estrés oxidativo acelera el envejecimiento y favorece la aparición de ciertas 
enfermedades en cuya génesis o desarrollo intervienen de forma decisiva los radicales libres. 
 
 
 
 
Fig 6.- Esquema del desequilibrio entre los radicales libres (RL) y los antioxidantes (AOX) 
 
 
2.1.- Formación de especies reactivas del oxígeno. 
En todo organismo se producen los RL, especies reactivas del oxígeno (EROS),  como 
productos del metabolismo celular. Un RL es una molécula altamente inestable y muy reactiva. 
Inestable por tener un electrón desapareado en su último orbital electrónico y reactiva porque, 
debido a esa inestabilidad, tenderá a estabilizarse, cediendo o captando un electrón de otra molécula, 
que se convertirá en RL a su vez. De este modo, se produce una reacción en cadena que, de no 
detenerse, causará daños a nivel celular y tisular (fig. 7), induciendo lesiones de consecuencias 
directas sobre la salud.30-34.  
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Fig. 7.- Dianas de los radicales libres. 
 
Los RL producen daños en las membranas plasmáticas celulares, atacando a los lípidos 
mediante la vía de la peroxidación lipídica (PL). El daño producido en la célula variará en función 
del nivel de PL, de modo que si el grado de peroxidación lipídica es elevado puede llegar a 
producirse la lisis de la membrana plasmática celular35. 
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2.2. Principales radicales libres del oxígeno. 
Las principales EROS son36-38:  
 
Anión superóxido (O2·-). El más frecuente y peligroso. Se forma por la reducción covalente 
del oxígeno, y también por acción de enzimas como la xantina oxidasa. A partir de este radical 
puede originarse el radical hidroxilo (OH·-), mediante la reacción de Haber-Weiss:  
 
                                         O2·- + H2O2 + H+                       O2 + H2O + OH·- 
 
Peróxido de hidrógeno (H2O2). Se forma por la acción de la enzima superóxido dismutasa 
sobre el anión superóxido. Interviene en la formación del radical hidroxilo por medio de la reacción 
de Haber-Weiss descrita anteriormente, y también por la reacción de Fenton: 
 
                                           H2O2 + Fe2+                       Fe3+ + OH- + OH·- 
 
Anión hidroxilo (OH·-). Es considerado una de las especies oxidantes más dañinas por su 
vida media corta y alta reactividad. Puede formarse fácilmente por la reacción de Haber-Weiss entre 
el anión superóxido y el peróxido de hidrógeno, catalizada por un metal de transición, y también por 
la reacción de Fenton. 
 
2.3.- Antioxidantes. 
El organismo dispone de sus propios medios de defensa contra los RL, las defensas 
antioxidantes. Estos antioxidantes pueden ser aportados por la dieta (exógenos) o pueden ser 
producidos por el propio organismo (endógenos)39,40. Los principales antioxidantes exógenos son las 
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vitaminas E y C y los -carotenos. La defensa antioxidante endógena podemos dividirla en 3 niveles, 
que quedan reflejados en el organigrama siguiente: 
 
1. Defensa enzimática (SOD, GPx, CAT...) 
2. Defensa química (ácido úrico, bilirrubina, albúmina...) 
3. Defensa por proteínas reparadoras del ADN 
 
 
 
 
 
 
 
 
Entre las enzimas antioxidantes, las principales son la superóxido dismutasa (SOD), la 
glutation peroxidasa (GPx) y la catalasa (CAT). La acción de estas enzimas está esquematizada en la 
figura 8. 
 
1. SOD: es la primera enzima de defensa antioxidante, catalizando la reacción de 
dismutación del RL anión superóxido (O2-·) Se han identificado cuatro clases de SOD: 
una de ellas contiene un cofactor con dos átomos metálicos, uno de Cu y otro de Zn. Las 
demás presentan cofactores mononucleares de Fe, Mn o Ni. En humanos existen tres 
tipos de SOD: una mitocondrial (dependiente de manganeso, Mn-SOD), una citosólica 
(dependiente de cobre y cinc, Cu/Zn-SOD)y una extracelular (EC-SOD)41. 
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                                                                  SOD 
                                          2 O2-· + 2H+                   H2O2 + O2 
 
 
2. GPx: formada por cuatro subunidades idénticas, cada una de las cuales contiene un 
residuo de seleno-cisteína (esencial para su actividad enzimática). Reacciona frente a 
peróxidos lipídicos, usando glutation reducido (GSH)42. 
 
 
                                                             GPx 
                                       ROOH + 2GSH                       ROH + GSSG + H2O 
 
 
3. CAT: actúa frente al peróxido de hidrógeno. Enzima tetramérica, con cuatro subunidades 
idénticas, conteniendo cuatro de ferro-protoporfirina por molécula. Esta enzima presenta 
una elevada capacidad de reacción, pero una baja afinidad por el sustrato sobre el que 
ejerce su acción. En presencia de dadores de protones (metanol, ácido fórmico, fenoles) 
presenta actividad peroxidasa43. La reacción química tiene lugar en dos etapas: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 8.- Acción de enzimas antioxidantes sobre los radicales libres del oxígeno. Tomado de “Sun Y. Free radicals, 
antioxidant enzymes and carcinogenesis. Free Radical Biol Med 1990; 8: 583-599” 
           CAT 
   2H2O2                       2H2O + O2 
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Por lo tanto, el inicio del daño celular viene determinado por el desequilibrio entre las fuerzas 
oxidantes y las defensas antioxidantes a favor de las primeras. Este mecanismo, conocido como 
estrés oxidativo, fue introducido en biomedicina como factor a mitad del siglo XX.  
En 1953 Rebeca Gerschman44, científico de Argentina, impartiendo un seminario relacionó 
por primera vez en la historia  los RL con las causas de enfermedades en el hombre, basándose en la 
abundancia del oxígeno, su accesibilidad, potencial termodinámico y baja velocidad de reacción del 
mismo, comentando la posible existencia de fenómenos de toxicidad relacionadas con él.  
Más tarde, Daniel Gilbert45 y, ya en 1969, McCord y Fridovich46  analizaron que la toxicidad 
del oxígeno se debe a la formación de RL, describiendo los dos últimos la función de la enzima 
antioxidante superóxido dismutasa, creciendo de manera exponencial el volumen de publicaciones 
científicas en torno a la teoría fisiopatológica de los RL, cuyo interés ha llegado hasta nuestros días.  
Es en este punto donde se debe considerar que las EROS se forman en condiciones 
fisiológicas en proporciones bien controlables por los mecanismos defensivos celulares; pero que 
cuando esta producción se incrementa de forma sustancial, se induce el proceso patológico de 
desequilibrio entre las fuerzas oxidantes y los mecanismos de defensa antioxidante, que se conoce 
como estrés oxidativo. 
 
3.- Estrés nitrosativo.  
Además del estrés oxidativo existe el estrés nitrosativo, que se produce por acción del óxido 
nítrico y especies tóxicas del nitrógeno y que también puede inducir daño celular y tisular47. 
El óxido nítrico (ON) es una molécula que ayuda a la supervivencia de los organismos por 
participar activamente en procesos tales como el desarrollo del sistema nervioso central, activación 
de la respuesta inmune, regulación de la presión sanguínea, etc.  
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Posee muy diversas funciones en los organismos48, como su efecto vasotónico inhibiendo la 
contracción del músculo cardiaco y del endotelio vascular favoreciendo la vasodilatación. 
Disminuye la interacción de las plaquetas con los vasos sanguíneos. Protege la mucosa gástrica al 
disminuir el mecanismo de sangrado gastrointestinal. Produce una elevación rápida de la 
oxigenación tisular en todo el organismo sin producir hipotensión sistémica. Participa como 
neurotransmisor.   
Pero no siempre resulta beneficioso, también puede resultar perjudicial cuando se pierde el 
control de sus niveles óptimos, relacionándose en este caso con enfermedades tales como la 
hipertensión arterial, procesos neurodegenerativos (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de 
Parkinson), disfunciones del sistema inmune o dislipemias49.  
 
 
 
 
 
 
Fig 9.- Formación de la molécula de óxido nítrico (NO) por unión de un átomo de nitrógeno (N) y uno de oxígeno (O). 
El NO, al tener un electrón desapareado, puede reaccionar con otras moléculas con electrones desapareados, como 
proteínas o especies reactivas del oxígeno (ERO). Tomado de Lira V, Arredondo R. Óxido nítrico: un héroe disfrazado 
de villano. Elementos 2004; 53: 11-17 
 
Del mismo modo, al tener un electrón desapareado puede comportarse como un radical libre 
(fig. 9) y generar, en presencia de oxígeno o especies reactivas del oxígeno, formas tóxicas (ej. 
Peroxinitrito), causando daños sobre lípidos, proteínas y ácidos nucleicos conforme se muestra en el 
esquema siguiente50,51. 
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4.- Neurotransmisores. 
Un neurotransmisor es una biomolécula, sintetizada generalmente por las neuronas, que se 
libera a partir de vesículas existentes en la neurona presináptica, hacia la porción sináptica y produce 
un cambio en el potencial de acción de la neurona postsináptica.  
Los neurotransmisores son las principales sustancias de las sinapsis (fig. 10). Entre los 
procesos bioquímicos asociados con la neurotransmisión cabe destacar la síntesis del 
neurotransmisor por las neuronas presinápticas (a veces con participación de la neuroglía). Según la 
naturaleza del neurotransmisor se puede sintetizar en el cuerpo o terminaciones neuronales.  
A través del interior del axón fluye una corriente de sustancias libres o encerradas en 
vesículas, que pueden ser precursores tanto de los neurotransmisores o sus enzimas, llamada flujo 
axonal. El neurotransmisor se almacena en las vesículas sinápticas, liberándose por exocitosis 
(proceso calciodependiente) de manera que al llegar un impulso nervioso a la neurona presináptica, 
ésta abre los canales de calcio entrando el ión en la neurona y liberándose el neurotransmisor en el 
espacio sináptico. El calcio, además de iniciar la exocitosis, activa el traslado de las vesículas a los 
lugares de su liberación con la ayuda de proteínas de membrana plasmática y de la membrana 
vesicular. Cuando entra el calcio en la neurona, se activa la enzima calmodulina (proteinquinasa, 
encargada de fosforilar a la sinapsina I situada en la membrana de las vesículas y que las une a los 
filamentos de actina).  
Este conjunto de proteínas constituyen el complejo SNARE, que forma un poro en la 
membrana plasmática que permite la fusión de ambas membranas y la salida del contenido vesicular 
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al espacio sináptico y activa el receptor del neurotransmisor situado en la membrana plasmática de la 
neurona postsináptica.  
Los neurorreceptores pueden ser:  
 
a) Receptores ionotrópicos que inducen respuesta rápida al abrir o cerrar canales iónicos, 
que producen despolarizaciones o generando potenciales de acción o respuestas 
excitatorias o producen hiperpolarizaciones o respuestas inhibitorias  
b) Receptores metabotrópicos que liberan mensajeros intracelulares, como AMP cíclico, 
calcio, y fosfolípidos por el mecanismo de transducción de señales.  
 
Posteriormente se inician las acciones del segundo mensajero y finalmente se produce la 
inactivación del neurotransmisor, bien por degradación química o por reabsorción en las membranas. 
En el espacio sináptico existen enzimas específicos que inactivan al neurotransmisor. Además las 
neuronas presinápticas tienen receptores para el neurotransmisor que lo recaptan introduciéndolo y 
almacenándolo de nuevo en vesículas para su posterior vertido.  
Es importante reflejar que hay superfamilas de receptores para cada uno de los diferentes 
tipos de neurotransmisores. De ellos, los más conocidos son los de la acetilcolina, la norepinefrina, 
la dopamina y la serotonina. El gas óxido nítrico es también considerado como un neurotransmisor, 
y se caracteriza por un mecanismo de acción particular que no cumple todas las características de los 
demás neurotransmisores. 
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Fig 10.- Esquema de una sinapsis. Tomado de Gómez-Jarabo G. Farmacología de la conducta. Manual básico para 
terapeutas y clínicos. Madrid. Síntesis Psicología. 1997. 
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Tabla 1. Clasificación de los neurotransmisores 
Catecolaminas Dopamina Adrenalina Noradrenalina    
Monoaminas  
Indolaminas Serotonina      
Histamina        
Ésteres Acetil-Colina       
Excitatorios Glutamato Aspartato     
Aminoácidos 
Inhibitorios Glicina GABA Taurina    
Neuripéptidos Somatostatina Encefalina Neurotensina Neuropéptido Y CCK VIP Sustancia P 
Gases Óxido Nítrico       
CCK = Colecistoquinina; VIP = Péptido Intestinal Vasoactivo; GABA = Ácido Gamma Amino 
Butírico 
 
 
 
Las monoaminas son los principales neurotransmisores del Sistema Nervioso Central (SNC). 
Reciben el nombre por presentar en su estructura un grupo amino (NH2). Proceden de aminoácidos 
precursores y podemos clasificarlas en dos grupos: catecolaminas e indolaminas52. 
 
4.1. Catecolaminas.  
Las principales son la dopamina, la adrenalina (epinefrina) y la noradrenalina (norepinefrina). 
Se sintetizan a partir de la tirosina (fig. 11). Pueden ejercer una función hormonal cuando se 
producen en la glándula suprarrenal, o ejercer como neurotransmisores cuando son producidas en las 
terminaciones nerviosas53.  
La Dopamina (DA) es una catecolamina natural que funciona como neurotransmisor 
activando los 5 tipos del receptor D1, D2, D3, D4, D5, y sus variantes54. Se sintetiza, a partir de la 
tirosina, en varias zonas del cerebro incluyendo la sustancia negra. Es considerada como una 
neurohormona, liberada por le hipotálamo. 
Se ha demostrado que niveles bajos de DA pueden conducir a depresión55. Es precursor de la 
adrenalina y noradrenalina y es un compuesto intermediario en el metabolismo de las tiroxinas. 
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El ácido homovanílico (HVA) es el principal metabolito de la dopamina (fig. 12). Suele 
usarse como reactivo para detectar enzimas oxidantes, y sus niveles en cerebro y fluido 
cerebroespinal suelen utilizarse como marcadores de estrés metabólico56. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 11.- Síntesis de las principales catecolaminas. Tomado de www.uandes.cl/dinamicas/Farmacología% 
20clase%204.%20Adrenérgicos.ppt 
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Fig 12.- Reacciones bioquímicas en la degradación de la dopamina. 
 
 
4.2. Indolaminas.  
Pertenecen al grupo de las monoaminas y están representadas por la serotonina. 
 
4.2.1. Serotonina.  
La serotonina (SE) es un neurotransmisor ampliamente distribuido en el cerebro. De hecho 
muchas estructuras del SNC están inervadas por neuronas serotoninérgicas, de las cuales casi todas 
se inician en los núcleos del RAFE. Las acciones de la serotonina están mediadas a través de 
receptores, que pueden ser excitatorios o inhibitorios57. La diferencia entre ellos y la distribución del 
sistema serotoninérgico en el cerebro hace de la serotonina un candidato excelente para la 
neuromodulación. El receptor 5-HT1A pertenece a la familia de los receptores inhibitorios unidos a 
proteína G. La posibilidad de estimular o inhibir este receptor amplía las posibilidades diagnósticas y 
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farmacológicas de muchos procesos, incluyendo aquellos que cursan con activación de la 
neurotoxicidad.  
 
 
 
 
 
 
 
Fig 13.- Esquema de las reacciones que tienen lugar en el proceso de biosíntesis de la serotonina. 
 
La SE (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una monoamina sintetizada en las neuronas 
serotoninérgicas del SNC y en el tracto gastrointestinal de animales y humanos. Tiene una función 
fundamentalmente inhibitoria. Afecta al funcionamiento vascular y la frecuencia del latido cardíaco 
y regula la secreción de hormonas, como la del crecimiento. Niveles bajos de SE pueden asociarse a 
aumento de agresividad y comportamientos comprometidos, depresión, desórdenes obsesivos-
compulsivos, fibromialgía, trastorno bipolar, ansiedad, migraña etc. Fue identificada en 1948 e 
inicialmente asociada a efectos vasoconstrictores. Más tarde se identifico como  5-hidroxitriptamina 
(5-HT). En el organismo la SE se sintetiza a partir del triptófano58,59 (fig. 13). La figura 14 muestra 
la estructura tridimensional de la serotonina. 
 
 
 
Fig 14.- Estructura 3D de la molécula de la serotonina. Tomada de http://en.wikipedia.org/wiki/ Serotonin 
Triptófano 5-Hidroxitriptófano 5-Hidroxitriptamina 
(Serotonina) 
Triptófano 
Hidroxilasa 
Triptamina 
Descarboxilasa 
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4.2.2. Ácido 5-Hidroxiindolacético. 
Es el principal metabolito de la degradación de la serotonina, por acción de las enzimas 
MAO y aldehído deshidrogenasa (fig. 15). Constituye casi el 100% del metabolismo de la serotonina 
en el cerebro, por lo que la velocidad de recambio de la serotonina cerebral se estima mediante la 
velocidad de incremento del 5-HIAA57. 
 
 
 
 
          
 
 
 
Fig 15.- Degradación de la serotonina y formación de 5-hidroxiindolato.  
 
Por tanto, el estudio de los neurotransmisores y las características de la respuesta inducida 
por ellos puede ayudar al conocimiento de las causas que llevan a la degeneración del nervio óptico 
y la aparición de la neuropatía óptica glaucomatosa60,61. Este concepto deriva del conocimiento de la 
neurotoxicidad inducida por el glutamato, mecanismo bien establecido en relación al glaucoma62. No 
obstante cabe la posibilidad de que otros neurotransmisores también desempeñen una función en los 
mecanismos patogénicos de esta enfermedad, entre los que cabria considerar a la dopamina, la 
serotonina, y sus metabolitos principales (ácido homovanílico y 5-hidroxiindolato), que podrían 
actuar bien de forma directa por sus efectos específicos, o bien como señales intercelulares. 
 
 
Serotonina 5-Hidroxiindolamina 5-Hidroxiindolato 
(5-HIAA) 
MAO Aldehído 
Deshidrogenasa 
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5.- Proteínas inductoras de apoptosis. 
La apoptosis o “suicidio celular” es un tipo de muerte celular en el que la célula muere de 
manera natural; es decir, es la célula la que decide morir. A diferencia de la necrosis, proceso de 
muerte celular patológica (a causa de una agresión o enfermedad que altera la función celular), en la 
apoptosis la célula recibe una señal química que le indica que debe morir (por no ser ya necesaria o 
suponer una amenaza para el organismo)61.  
En respuesta a esa señal, se inician una serie de mecanismos enzimáticos dirigidos a la 
destrucción de las estructuras vitales para la supervivencia de la célula (ADN y proteínas). La 
membrana celular no se rompe en este proceso, y la célula será fagocitada impidiendo que la señal se 
extienda a células vecinas62 (fig. 26) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 16.- Fases del proceso de muerte celular por apoptosis. Obtenido de http://www.biologia.edu.ar/ 
cel_euca/regulacion.htm 
 
Existen 2 vías de señalización por las cuales puede iniciarse la muerte celular por apoptosis63 
(fig. 17): 
 
1. Vía intrínseca: también llamada vía mitocondrial. En esta vía, el estímulo para el 
inicio de la apoptosis proviene del interior celular.  
2. Vía extrínseca: conocida también como vía de receptores de muerte. La señal para el 
inicio de la apoptosis viene de fuera de la célula.  
Introducción 
 41 
En ambas vías se van activando sucesivamente una serie de proteínas, que constituyen la 
maquinaria apoptótica, y que conducen a la célula a su muerte por apoptosis. 
                        
 
 
 
 
 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17.- Esquema de las vías intrínseca y extrínseca de la apoptosis. Obtenida de                                  
http://www.imgenex.com/emarketing/081606_LivinorSurvivin/apoptosis-pathway6.jpg 
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Pero puede darse el caso de que una vez iniciada la apoptosis, ésta se detenga y el organismo 
se vea obligado a quedarse con la célula enferma (que enfermará a otras), o  puede ocurrir que se 
produzca un proceso de apoptosis acelerado que elimine células que no deberían morir. Es en estos 
casos cuando el organismo enferma. 
Diversos estudios han demostrado, en modelos experimentales de glaucoma, que el 
mecanismo de muerte de las células ganglionares de la retina puede ser la apoptosis64,65.  
Varios autores coinciden al afirmar que una sobreestimulación del receptor NMDA (N-Metil-
D-Aspartato) en respuesta a un aumento en los niveles de glutamato, provoca la apertura de los 
canales de calcio y, por consiguiente, una sobrecarga intracelular de este catión. Este aumento del 
calcio intracelular activa a la enzima óxido nítrico sintasa (ONS) y se produce un aumento en los 
niveles de óxido nítrico. Este exceso de óxido nítrico se desviará a la producción de peroxinitrito, 
compuesto altamente tóxico para el organismo y que induce muerte celular por apoptosis en las 
células fotorreceptoras de la retina, mediada por la proteína caspasa-366-68. 
 
5.1. Caspasas. 
Las caspasas (cisteinil-aspartato proteasas) son proteínas que participan activamente en la 
ruptura de otras proteínas y son mediadores fundamentales en procesos de apoptosis69. Se han 
identificado 11 tipos diferentes de caspasas en humanos70 (fig. 18). De ellas, unas participan en 
procesos inflamatorios mediante la activación de determinadas citoquinas (caspasas inflamatorias), y 
otras en procesos de muerte celular programada. Estas últimas se  pueden clasificar en base a la 
función que presentan en las distintas cascadas de señalización en las que median71: 
 
 Caspasas iniciadoras: activan las formas inactivas de las efectoras. 
 Caspasas efectoras: procesan otras proteínas que mediarán en los procesos de 
apoptosis. 
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Para que una célula sea inducida a morir por apoptosis ha de recibir señales de muerte, por 
ejemplo niveles elevados de oxidantes en el interior celular.  Estos estímulos apoptóticos conducen a 
la activación de las caspasas iniciadoras (por autoproteolisis), que activarán a las efectoras, las 
verdaderas ejecutoras de la apoptosis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 18.- Clasificación de las caspasas identificadas en humanos. Obtenida de “Marcé Roca, S. Bases moleculares de la 
apoptosis inducida por drogas en neoplasias linfoide. Dolors Colomer Pujol (dir), Carles Enric Bastús (dir). 
Universidad de Barcelona, Departamento de Biología Celular y Anatomía Patológica. Tesis Doctoral. ISBN 84-690-
3093-0” 
 
5.2. Poli (ADP-ribosa) polimerasa. 
La poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) es una proteína de aproximadamente 116 KDa que, 
en células no apoptóticas, tiene una importante función en reparación del ADN. En estas células, se 
encarga de la síntesis de polímeros de ADP-ribosa que se unirán a distintas proteínas 
(topoisomerasas, histonas, polimerasas, etc) inhibiendo la replicación y transcripción del ADN y 
permitiendo la reparación del mismo72. 
En cambio, en células apoptóticas la PARP es diana de una de las caspasas efectoras, la 
caspasa-3. Esta caspasa proteoliza a la PARP, escindiéndola en dos fragmentos (fig. 19). Uno de 85 
KDa., que contiene el dominio C-terminal o catalítico, y otro de 16 KDa., que contiene el dominio 
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N-terminal o de unión al ADN. La proteolisis de la enzima PARP impide la reparación del ADN y 
permite que la célula entre en apoptosis73. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 19.- Fragmentación de la enzima Poli ADP-Ribosa Polimerasa por la Caspasa-3. Obtenido de “Knaapen M, De 
Bie M, Muhring J, Kockx M.Cleaved PARP as a marker for apoptosis in tissue sections. Promega Notes 1999; 72: 7-9” 
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Justificación 
El glaucoma es una de las principales causas de ceguera en el mundo. Afecta a  siete millones 
de personas en el mundo, pero esta cifra se eleva sustancialmente si consideramos a aquellos 
individuos que padecen glaucoma aún sin diagnosticar, es decir lo que denominaríamos glaucomas 
latentes. 
Es una enfermedad ligada a la edad, y por lo tanto en los próximos años el número de 
individuos con glaucoma aumentará considerablemente, en relación directa al aumento de la 
expectativa de vida de la población. Ante esta perspectiva, las estrategias socio-sanitarias 
encaminadas a la prevención de la ceguera por glaucoma deberían ser objetivo prioritario para la 
salud pública mundial.  
Existen diversas teorías etiopatogénicas que defienden la función primordial de la 
hipertensión ocular en la pérdida de visión de los pacientes glaucomatosos y que a su vez relacionan 
el aumento de la tensión intraocular con la pérdida de células ganglionares de la retina y fibras del 
nervio óptico, es decir con la progresión de las lesiones neurodegenerativas, siendo el mayor 
exponente la atrofia óptica y la ceguera irreversible.  
Sin embargo, el debate que surge al valorar la importancia individual de estas teorías y la 
preponderancia de unas sobre otras es de gran actualidad. No hay acuerdo unánime en cual de ellas 
es la causa y cual o cuales de ellas contribuyen a manifestar los efectos.  
En este sentido hay que tener en cuenta la existencia de un  glaucoma normotensivo, que 
igualmente conduce a la  ceguera, y que tomándolo como modelo apoyaría  el hecho de que deben 
existir otros factores que también contribuyan, con el aumento de la presión intraocular, a la 
progresión del daño glaucomatoso. En ausencia de datos determinantes,  el estudio de estos factores 
puede ayudarnos a conocer y controlar mejor la evolución de la enfermedad y,  por tanto,  prevenir la 
ceguera por glaucoma. 
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Fig. 20.- Esquema de los mecanismos etiopatogénicos del GPAA 
 
Hipótesis 
En este proyecto de Tesis Doctoral pretendemos analizar en pacientes con GPAA la teoría 
mecánica y la teoría vascular del glaucoma, evaluando los mecanismos de estrés oxidativo, 
estudiando la implicación de diversas moléculas en la homeostasis del humor acuoso, e investigando 
la función de los neurotransmisores en las señales que relacionan la hipertensión ocular (HTO) con 
la muerte por apoptosis de las células ganglionares de la retina y la pérdida subsecuente de las fibras 
del nervio óptico, que conducen a la atrofia óptica y la ceguera glaucomatosa. 
 
Objetivos 
Para llevar a cabo el estudio de estos factores y su relación con los mecanismos 
etiopatogénicos del glaucoma, nos hemos planteado los siguientes objetivos: 
 
1. Determinar el estrés oxidativo en el humor acuoso de pacientes con GPAA. 
1.1. Formación de especies reactivas del oxígeno (EROS) por la vía de la peroxidación 
lipídica y sus metabolitos reactivos (malonildialdehído, MDA).  
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1.2. Actividad de los enzimas de defensa antioxidante superóxido dismutasa (SOD), 
glutation peroxidasa (GPx) y actividad antioxidante total (AOXT). 
2. Medir la concentración de Óxido Nítrico (ON)  
3. Estudiar la expresión y cuantificación de Neurotransmisores  en el humor acuoso de 
pacientes en estadio quirúrgico de su enfermedad glaucomatosa (Serotonina: SE). 
4. Estudiar la expresión y cuantificación de proteínas implicadas en apoptosis en el humor 
acuoso en sujetos intervenidos de GPAA (poli (ADP-ribosa) polimerasa: PARP). 
 
Por lo tanto el fin de este trabajo es analizar los posibles mecanismos etiopatogénicos del 
GPAA, encontrar un marcador o marcadores biológicos de la progresión del GPAA y ofrecer la 
posibilidad de abordar nuevas estrategias terapéuticas que nos ayuden en la prevención de la 
ceguera por atrofia óptica glaucomatosa. 
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1. Material 
Para llevar a cabo este Proyecto de Tesis Doctoral, hemos diseñado un trabajo a desarrollar 
en pacientes y con el cual abordamos las teorías etiopatogénicas del glaucoma. Para ello, se 
obtuvieron intraoperatoriamente muestras del humor acuoso para determinar, mediante ensayos 
bioquímicos, la actividad oxidativa y antioxidante y diversas moléculas implicadas en la 
homeostasis del humor acuoso, en relación a la etiopatogenia del glaucoma primario de ángulo 
abierto (GPAA).  
Seleccionamos aleatoriamente, y siguiendo los criterios de inclusión y exclusión 
establecidos para este estudio 938 pacientes de ambos sexos y edades comprendidas entre los 40 y 
90 años de edad (71 + 8 años) que acudieron a las consultas de oftalmología del Hospital 
Universitario Dr. Peset (Valencia), Centro de Especialidades de Monteolivete (Valencia) y Hospital 
Punta de Europa (Algeciras, Cádiz) entre los años 2003-2007. Estos individuos fueron divididos en 
dos grupos: 
 
1) Grupo Glaucoma: aquellos que necesitaban cirugía antiglaucomatosa (GG, n = 461). Todos 
estos pacientes presentaban glaucoma primario de ángulo abierto (GPAA). Ninguno 
presentaba otra patología ocular. 
2) Grupo Cataratas: individuos que necesitaban cirugía de cataratas (GC, n = 477). Estos 
pacientes constituyeron el grupo comparativo, no control, y no presentaron patologías 
oculares diferentes de esta. 
 
De estos 938 individuos, 105 (46 GG, 59 GC) se perdieron por errores en la conservación 
y/o procesamiento de las muestras obtenidas de ellos. Todos los individuos fueron seleccionados en 
base a los criterios de inclusión y exclusión diseñados para el estudio. El listado de los criterios de 
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exclusión y las características demográficas de los sujetos seleccionados, se muestran en las tablas 2 
y 3 respectivamente. 
 
Tabla 2. Criterios de exclusión 
Grupo Glaucoma Primario de Angulo Abierto (GG) 
Tener un tipo de glaucoma diferente del primario de ángulo abierto u otra 
patología ocular. 
Edad < 41 años o > 90 años. Padecer cáncer o Enf. Degenerativa. 
Grupo Cataratas (GC) 
Tener cualquier patología ocular diferente de las cataratas.  
Edad <41 años o > 90 años. Padecer cáncer o Enf. Degenerativa 
 
 
 
 
 
Tabla 3: Características demográficas de los grupos de estudio 
 Grupo Glaucoma Grupo Cataratas p-valor** 
N 415 (46) 418 (59)  
Hombres 190 179  
Mujeres 225 239  
IM* 0,844 0,749  
Edad media 70,548 71,309 0,196 
*IM: Índice Masculinidad (nº Hombres / nº Mujeres) 
** Prueba T para muestras independientes 
Entre paréntesis se muestra el número de sujetos perdidos para el estudio 
 
 
Cuando los pacientes acudían a las consultas eran sometidos a un examen oftalmológico 
completo: agudeza visual, fondo de ojo, retinografías, presión intraocular, campimetría y análisis de 
fibras nerviosas por GDx. En los pacientes con cataratas se realizó la campimetría y el análisis GDx 
sólo cuando su agudeza visual lo permitió. Las figuras 21 y 22 son ejemplos de campos visuales y 
GDx. 
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Fig 21.- Ejemplo de campo visual. Imagen A: campo visual normal; imagen B: campo visual afectado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 22.- Ejemplo de GDx.Ojo derecho normal; ojo izquierdo muestra pérdida de fibras nerviosas. 
A B 
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La historia clínica indicó la fecha del diagnóstico, la duración del proceso y la evolución de 
las cifras de PIO, de los campos visuales y del análisis por medio del GDx. Además se valoraron 
tratamientos  hipotensores anteriores y el número, tipo y eficacia del/los tratamientos actuales. 
Según el criterio del oftalmólogo y el riesgo de progresión de la enfermedad se recomendó la 
cirugía antiglaucomatosa previo informe al paciente y firma del consentimiento correspondiente. Se 
plasmó el tipo de cirugía realizada y el criterio para la elección de la técnica quirúrgica. 
El criterio quirúrgico para la intervención de cataratas se tomó en función de las necesidades 
del paciente (vida laboral activa o no), de la edad y de la agudeza visual. 
Ya en el quirófano, y tras paracentesis de inicio, se recogió en criotubo una muestra de 
humor acuoso de cada paciente (0.20-0.25 mL) usando una jeringa de 27g y un microscopio 
quirúrgico Zeiss (fig. 23). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 23.-  Muestra la técnica de extracción del humor acuoso mediante una jeringa estéril, al inicio de la cirugía.  
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El procedimiento de extracción de muestras siguió un protocolo establecido por nosotros. 
Las muestras de cada uno de los centros del estudio fueron obtenidas intraoperatoriamente, 
depositadas en criotubos, identificadas y congeladas a -20ºC hasta concluir la cirugía, 
transportándolas posteriormente en nieve carbónica al laboratorio de la Unidad de Investigación 
Oftalmológica (Valencia) o al laboratorio de análisis clínicos del Centro correspondiente, donde 
fueron congeladas y almacenadas a –80ºC en un congelador NUAIRE UN-6514E (fig. 24) y en su 
momento transportadas en condiciones óptimas para muestras congeladas, hasta recogerlas y 
almacenarlas en el laboratorio de la Unidad de Investigación Oftalmológica (Valencia) donde se 
mantuvieron hasta el procesamiento.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 24.-  Congelador vertical para almacenamiento y conservación a -80ºC de las muestras del estudio. Unidad 
Investigación Oftalmológica “Santiago Grisolía”  
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2. Metodología 
En primer lugar realizamos un estudio preliminar en 90 pacientes de ambos sexos según los 
criterios de inclusión y exclusión y que fueron distribuidos en los dos grupos de estudio, grupo de 
pacientes intervenidos de glaucoma (n = 50) y grupo operado de cataratas (n = 40). Registramos 
todos los datos de la anamnesis y de la exploración oftalmológica, los datos individuales y las 
características de la enfermedad, así como la extracción del humor acuoso intraoperatoriamente, 
para realizar los ensayos bioquímicos para determinación del estado oxidativo y antioxidante total. 
Este trabajo preliminar1 fue esencial para validar la recogida de datos y poner en marcha los 
protocolos de las técnicas enzimático-colorimétricas para la determinación del estrés oxidativo. Una 
vez conformado el diseño del estudio procedimos a realizar estas y las demás determinaciones de 
las moléculas que pretendemos estudiar en relación a la enfermedad glaucomatosa. 
 
A continuación describimos las técnicas bioquímicas empleadas. 
 
2.1. Estrés Oxidativo 
2.1.1. Determinación de la actividad oxidante.  
Mediante la medida  del malonildialdehído (MDA) como producto de la peroxidación 
lipídica, siguiendo la técnica del ácido tiobarbitúrico (TBA) y especies reactivas2-4 que reaccionan 
con él (TBARS). Este producto se denomina de ahora en adelante con los caracteres internacionales 
MDA-TBARS.  
Primero preparamos en tubos eppendorf los patrones, de concentraciones crecientes de 
MDA, a partir de MDA stock (1,1,3,3-Tetraetoxipropano, SIGMA),  según se muestra la siguiente 
tabla y según ensayos publicados anteriormente5-7. 
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Tabla 4. Preparación de los patrones para la determinación de MDA 
 MDA (µM) VMDA (µL) VPBS (µL)* 
P1 0 0 60 
P2 1 30 30 
P3 3 9 51 
P4 5 15 45 
P5 10 30 30 
* PBS 0.01M 
 
Una vez preparados, pasamos 50 µL de cada uno de los patrones a tubos de vidrio, en los 
que realizaremos el resto de la técnica.  
Las muestras a analizar las tenemos almacenadas en criotubos. De ellos, cogemos un 
volumen de 50 µL que pasamos también a tubos de vidrio. Una vez tenemos los distintos patrones y 
muestras en estos tubos de vidrio, continuaremos con la técnica, realizando los siguientes pasos: 
 
1. Añadir 80 µL de Sodium Dodecil Sulfate 7% (SDS) 
2. Añadir 800 µL de HCl 0.1 N 
3. Añadir 120 µL de ácido fosfotúngstico 1% 
4. Añadir 400 µL de TBA 0.67%. Se forma el complejo MDA-TBA (fig. 25) 
 Mezclar, tapar y calentar a 98ºC durante 1 hora (en oscuridad) 
5. Añadir 800 µL de n-butanol  
 Centrifugar a 2800g durante 10 minutos 
  Cargar 250 µL en placa microtitter y leer la fluorescencia (Fluoroscan  Ascent FL, figura 
26). Longitud de onda de excitación 544 nm, emisión 593 nm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 25.- Esquema de la reacción entre el malonildialdehído y el ácido tiobarbitúrico. Tomada de Northwest Life 
Science Specialties L.L.C. 
MDA              TBA                               MDA-TBA2 
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Fig 26.- Fluorímetro Fluoroscan Ascent FL usado en la determinación del MDA. 
 
2.1.2. Determinación de la actividad enzimática SOD.  
Con un preparado comercial de Laboratorios Randox S.L. (RANSOD, ref. SD125). La 
enzima superóxido dismutasa cataliza la reacción de dismutación del anión superóxido, generando 
oxígeno molecular y peróxido de hidrógeno.  
En esta técnica, producimos anión superóxido a partir de xantina y xantina oxidasa (XOD). 
El anión superóxido reacciona con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolio 
(INT), formándose colorante formazán (fig. 27), cuya intensidad de color puede medirse por 
espectrofotometría (absorbancia 505 nm, Dynatech MR 7000), según descripciones anteriores8.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 27.- Reacciones bioquímicas en la determinación de la actividad antioxidante SOD. 
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La presencia de SOD reducirá la formación de este colorante, de manera proporcional a su 
concentración9,10.  
El kit incluye los siguientes reactivos: 
 
Tabla 5. Reactivos incluidos en el kit RANSOD, de Laboratorios RANDOX S.L. 
 Concentración   Inicial  Concentración   Inicial 
SUSTRATO MIXTO  TAMPÓN  
Xantina 0.05 mmol/L CAPS 40 mmol/L, pH = 10.2 
I.N.T. 0.025 mmol/L EDTA 0.94 mmol/L 
XANTINA OXIDASA 80 U/L PATRÓN 5.40 U/mL 
 
Necesario pero no suministrado en el kit: Muestra Diluyente (0,01 mol/L Tampón Fosfato, 
pH = 7.0) 
Antes de proceder con el ensayo hay que preparar las soluciones del modo que se indica a 
continuación: 
 
1. Sustrato Mixto. Reconstituir un vial de Sustrato Mixto 1 con 20 mL de Tampón. 
2. Tampón. Listo para usar. 
3. Xantina Oxidasa. Reconstituir el contenido de un vial de Xantína Oxidasa con 10 mL de 
agua bidestilada. 
4. Patrones. Reconstituir el contenido de un vial de Patrón con 10 mL de agua bidestilada. 
Posteriormente las diluciones de este patrón se prepararon con muestra diluyente. Para 
construir la curva patrón se hicieron las siguientes diluciones: 
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Tabla 6. Preparación de los patrones para la determinación de la 
actividad de la enzima antioxidante SOD 
PATRONES Vol. Solución Patrón Vol. Muestra Diluyente 
S6 Patrón neto --------- 
S5 5 mL S6 5 mL 
S4 5 mL S5 5 mL 
S3 5 mL S4 5 mL 
S2 3 mL S3 6 mL 
S1 --------- Muestra diluyente neta 
 
 
Los pasos que seguimos en esta técnica son los siguientes: 
 
 Preparar un patrón con concentración conocida de SOD. 
 Cargar en una placa multipocillos (96 pocillos) 10 µL de cada uno de los patrones y de las 
muestras. 
 Añadir 340  µL de Sustrato Mixto (xantina + INT) y mezclar bien. 
 Añadir 50 µL de XOD y mezclar. 
 Leer la absorbancia A1 (550 nm) al cabo de 30 segundos y empezar a cronometrar el tiempo 
simultáneamente. Leer la absorbancia A2 (550 nm) al cabo de 3 minutos (fig. 28).  
 
Para el cálculo de la concentración de SOD, aplicamos las siguientes fórmulas: 
 
 
 
 
 
(A2 – A1)/3 = A/min de patrón o muestra 
patrones: % inhibición = 100 – [(Apatrón/min x 100)/(AS1/min)] 
muestras: % inhibición = 100 – [(Amuestra/min x 100)/(AS1/min)] 
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Con estos valores, realizamos la recta patrón (% inhibición frente al Log10 de la 
concentración de SOD). Extrapolamos en la recta el porcentaje de inhibición para cada muestra y 
obtenemos el Log10 la concentración de SOD. Hacemos el antilogaritmo y obtenemos la 
concentración de SOD (U/mL) para cada muestra. Multiplicar, si es necesario, por el factor de 
dilución.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 28.- La fotografía muestra la placa instantes antes de realizar la primera lectura de absorbancia. 
 
 
2.1.3. Determinación del estado antioxidante total.  
Siguiendo una técnica enzimático-colorimétrica mediante un preparado comercial de 
Laboratorios Randox S.L. (Total Antioxidant Status, ref. NX2332). En esta técnica se hace 
reaccionar la ferrilmioglobina y el ABTS (2,2’-azino-di-[3-etilbenzotiazolín sulfonato]) para 
obtener el radical catión ABTS, que presenta color verde-azulado, cuya intensidad de color puede 
medirse en espectrofotómetro a 600 nm (Dynatech MR 7000; figs. 29 y 30). La presencia de 
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antioxidantes inhibe la formación de este catión, de modo que se producirá una reducción en la 
intensidad de la coloración, proporcional a la concentración de antioxidantes de la muestra11-14.  
 
Fig 29.- Fotografía del lector de placas Dynatech MR7000 utilizado en la determinación del estado antioxidante total. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 30.- Reacciones bioquímicas que tienen lugar en la determinación del estado antioxidante total. 
        
Los reactivos incluidos en el kit son los que se muestran en la siguiente tabla. 
 
Tabla 7. Reactivos incluidos en el kit TOTAL ANTIOXIDANT STATUS, de Laboratorios 
RANDOX S.L. 
 Concentración   Inicial  Concentración   Inicial 
TAMPÓN  
CROMÓGENO  
Tampón fosfato salino 80 mmol/L, pH = 7.4 Metamioglobina 6.1 µmol/L 
SUSTRATO  ABTS 610 µmol/L 
Peróxido de hidrógeno 250 µmol/L PATRÓN
* Lote específico 
                                          *6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromán-2-ácido carboxílico 
 
La preparación de los reactivos se hizo de la siguiente manera: 
 
1. Tampón. Listo para usar 
2. Cromógeno. Reconstituir un vial de cromógeno con 10 mL de tampón 
3. Sustrato. Diluir 1 mL de sustrato con 1.5 mL de tampón 
4. Patrón. Reconstituir un vial de patrón con 1 mL de agua destilada. 
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Una vez preparados los reactivos, procedemos con la técnica, basándonos en ensayos previos15: 
 
 Cargar en placa multipocillos (96 pocillos) 10 µL de patrón, blanco y de cada una las 
muestras. 
 Añadir 250 µL de cromógeno 
 Mezclar y leer la absorbancia A1 (600 nm) 
 Añadir 50 µL de sustrato 
 Mezclar y leer la absorbancia A2 (600 nm) después de exactamente 3 minutos 
 
Una vez leídas las absorbancias, calcular la diferencia entre A2 y A1. 
 
 
 
La concentración del antioxidante total se calculó con la siguiente fórmula, siendo el  “Factor”  = 
concentración del patrón / (Ablanco - Apatrón) 
 
 
 
 
2.1.4. Determinación de la actividad enzimática glutation peroxidasa. 
El ensayo lo realizamos mediante un preparado comercial de Laboratorios Randox S.L. 
(RANSEL, ref. RS506), basado en el método de Paglia y Valentine16. La GPx cataliza la oxidación 
del glutation reducido (GSH) por hidroperóxido de cumene, produciéndose de esta forma glutation 
oxidado (GSSG). Este GSSG es inmediatamente  reducido, en presencia de la enzima glutation 
A2 – A1 = A de muestra/patrón/blanco 
 
Antioxidante total (mmol/L) = Factor x (ABlanco - AMuestra) 
 
Material y Métodos 
 70 
reductasa (GSHR) y NADPH, que se oxidará a NADP+. Medimos la disminución de absorbancia a 
340 nm. (Dynatech MR 7000). 
En el kit se incluyen los siguientes reactivos (fig. 31): 
 
Tabla 8. Reactivos incluidos en el kit RANCEL, de 
Laboratorios RANDOX S.L. 
 Concentración   Inicial 
TAMPÓN  
Tampón fosfato salino 0.05 mmol/L,  pH = 7.2 
EDTA 4.3 mmol/L 
REACTIVO  
Glutation 4 mmol/L 
Glutation Reductasa  0.5 U/L 
NADPH 0.34 mmol/L 
HIDROPERÓXIDO CUMENE 0.18 mmol/L 
AGENTE DILUYENTE  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 31.- Fotografía del kit y los reactivos que incluye. 
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Preparación de los reactivos:  
 
1. Reactivo. Reconstituir un vial con 30 mL de tampón. 
2. Tampón. Listo para usar. 
3. Hidroperóxido cumene. Diluir 10 µL con 10 mL de agua bidestilada y mezclar 
vigorosamente.  
4. Agente diluyente. Reconstituir un vial con 200 mL de agua bidestilada. 
 
 
Procedimiento: 
 
 Cargar en placa microtitter 20 µL de agua destilada (Blanco) 
 Cargar 20 µL de muestra 
 Añadir 1 mL de reactivo 
 Añadir 40 µL de hidroperóxido de cumene 
 Mezclar y leer A1 después de 1 minuto 
 Leer A2 y A3 después de 1 y 2 minutos respectivamente 
 
Para los cálculos, primero calculamos el A340/min y restamos el valor del blanco al de la 
muestra. Luego aplicamos la siguiente fórmula: 
 
 
 
 
 
GPx (U/L) = 8412 x A340/min 
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2.2. Estrés nitrosativo.  
2.2.1. Óxido Nítrico Total.  
La determinación del óxido nítrico total la realizamos mediante un preparado comercial de 
R&D Systems. El ON es un compuesto con una vida media muy corta, por lo que no podemos 
utilizar métodos convencionales de detección. En cambio, como la mayor parte del ON en el 
organismo se encuentra en forma de nitrito y nitrato, podemos utilizar la concentración de estos 
aniones para realizar una medida cuantitativa de la producción global de ON. Lo primero que 
haremos es convertir el nitrato a nitrito mediante la enzima nitrato reductasa. Posteriormente, 
convertiremos todo el nitrito en un cromóforo, producto de la reacción de Griess (fig. 32), que 
absorbe luz visible a 540-570 nm17-19. (Personal Lab Junior, Biochem Immunosystems)  
 
Reactivos incluidos en el kit: 
 
 Nitrato reductasa.  
 Tampón de almacenamiento nitrato reductasa.  
 NADH. 
 Nitrato estándar.  
 Tampón concentrado (10X).  
 Reactivo de Griess I.  
 Reactivo de Griess II. 
 
Es conveniente diluir las muestras con tampón (1X) antes de proceder con el ensayo 
(relación 1:2). También es recomendable ultrafiltrar las muestras para eliminar las proteínas, ya que 
éstas interfieren en la reacción de Griess.  
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Fig. 32.- Esquema de la conversión de nitrato en nitrito y reacción de Griess. 
 
 
Antes de empezar con la técnica, hemos de preparar los reactivos del modo que explicamos a 
continuación: 
 
1. Tampón (1X). Diluir 30 mL de tampón concentrado (10X) en agua destilada hasta un 
volumen de 300 mL. 
2. NADH.  
 Reconstituir un vial de NADH con 1 mL de agua destilada. Esperar 3 minutos y 
agitar en vórtex. Mantener tapado en hielo durante la realización del ensayo.  
 Inmediatamente antes de usar, diluir 900 µL de NADH con 1.8 mL de agua 
destilada. Vórtex. Mantener en hielo durante la realización del ensayo. 
 
NR 
Cromóforo 
H+ 
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3. Nitrato Reductasa. 
 Reconstituir el vial de Nitrato Reductasa con 1 mL de tampón de almacenamiento 
nitrato reductasa. Agitar en vórtex vigorosamente y mantener durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. Agitar otra vez y mantenerlo otros 15 minutos a temperatura 
ambiente. Agitar y mantener en hielo durante la realización del ensayo. 
 Inmediatamente antes de usar, diluir la nitrato reductasa de la siguiente forma: 
a. Nitrato Reductasa (µL) = (nº pocillos + 2) x 5 
b. Tampón (µL) = volumen paso “a” x 4 
c. Añadir volúmenes “a” y “b” a tubo y agitar (vórtex) 
d. Guardar en hielo y usar dentro de los 15 minutos siguientes a la dilución 
4. Nitrato Estándar. Preparar según el esquema que muestra la figura 33: 
 
 
 
 
 
 
Fig 33.-  Muestra la técnica de preparación de los patrones para determinación del ON.. Tomada de R&D Systems 
 
 
Una vez preparados los diferentes reactivos que utilizaremos, seguimos el siguiente 
procedimiento (en placa de 96 pocillos): 
 
1. Añadir 200 µL de Tampón (1X) a los pocillos “blanco” 
2. Añadir 50 µL de Tampón (1X) a los pocillos “estándar cero” 
3. Añadir 50 µL de cada “estándar” o “muestra” (diluida) a los restantes pocillos 
4. Añadir 25 µL de NADH a todos los “estándares” y “muestras” 
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5. Añadir 25 µL de Nitrato Reductasa a todos los “estándares” y “muestras”. Mezclar bien. 
6. Incubar durante 30 minutos a 37ºC. 
7. Añadir 50 µL de Reactivo de Griess I a todos los pocillos excepto a los “blancos” 
8. Añadir 50 µL de Reactivo de Griess II a todos los pocillos excepto a los “blancos”. 
Mezclar bien. 
9. Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
10.  Determinar la densidad óptica mediante lector de placas a 540-570 nm. (fig. 34) 
 
Una vez determinada la densidad óptica creamos la curva estándar, representando la 
densidad óptica frente a la concentración de nitrito total (µmoles/L). 
Para calcular la concentración de nitrito total en las muestras, extrapolamos los distintos 
valores de densidad óptica en la curva estándar y multiplicamos por el factor de dilución. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 34.-  Personal Lab Junior utilizado en la determinación del Óxido Nítrico 
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2.3. Determinación de Neurotransmisores 
Seguimos el mismo método para la determinación de los diferentes neurotransmisores. La 
única diferencia fue el estándar utilizado en cada caso.  El ensayo se realizó por 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y detección electroquímica (DEC), basándose en 
una modificación del método de Ali20-26. 
Los reactivos que usamos fueron: 
 
1. Metanol para HPLC (Panreac) 
2. Ácido Hepatosulfónico (Fluka) 
3. Ácido Perclórico (Merck) 
4. EDTA Sodium (Merck) 
5. Bifosfato potásico (Merck) 
6. Ácido Fosfórico (Aldrich) 
7. Agua ultrapura (18.2 M/cm) 
8. Estándar (Sigma) 
8.1. 5-Hidroxitriptamina (5-HT, Serotonina) 
8.2. 5-Hidroxiindolato (5-HIAA) 
 
Previamente al análisis, las muestras de humor acuoso fueron diluidas con ácido perclórico 
0,2N (1:3 v/v) y filtradas con un microfiltro de Nylon de 0,2 µm (COSTAR) por centrifugación a 
10.000 rpm y 4ºC durante 5 minutos. 
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Fig 35.- Esquema del funcionamiento de un HPLC. Tomado de http://webs.uvigo.es/neuroquimica/pdf-
html/fund%20microd.htm 
 
 
 
El análisis se llevó a cabo con cromatógrafo HPLC Wilson Medical Electronics, equipado 
con un autoinyector LC-234 y un detector electroquímico LC-142, bajo condiciones de fase 
invertidas con una columna de 3 mm Supelcosil LC 7,5 cm x 4,6 cm. La figura 35 muestra el 
funcionamiento de un HPLC, y la figura 36 el esquema de una válvula de inyección. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 36.- Válvula de inyección de un HPLC. Tomada de http://webs.uvigo.es/neuroquimica/pdf-
html/fund%20microd.htm 
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La identificación se realizó por comparación con los tiempos de retención estándar, 
determinados por inyecciones de una mezcla estándar a intervalos concretos entre el análisis de las 
muestras. 
La cuantificación se realizó usando las curvas estándar con 5-HT (r=0,0004) y 5-HIAA 
(r=0,0003). Las muestras fueron inyectadas por duplicado y el resultado se expresó en ng/mL de 
humor acuoso. 
 
2.4. Proteínas marcadoras de apoptosis. 
La determinación de estas proteínas, en concreto PARP, la realizamos mediante la técnica de 
Western Blot. 
Antes de proceder con la técnica, realizamos un análisis de las muestras para determinar la 
concentración total de proteínas en cada una de ellas, puesto que en la técnica de Western Blot 
hemos de cargar 30 µg de proteína / muestra. 
La determinación de proteínas la llevamos a cabo mediante la técnica del ácido 
bicinconínico (BCA, SIGMA). Se trata de un método similar al de Lowry27, y se basa en la 
formación, bajo condiciones de alcalinidad, de un complejo Cu2+-proteína, seguido de una 
reducción del Cu2+ a Cu1+. Entonces, el BCA reacciona con el cobre reducido para formar un 
compuesto que absorbe luz a 560 nm, lo que podremos medir por espectrofotometría28-33. 
El kit incluye los siguientes reactivos:  
 
 Reactivo A: 1 mL de solución que contiene BCA, carbonato sódico, tartrato sódico y 
bicarbonato sódico, en hidróxido sódico 0.1 N (pH = 11.25) 
 Reactivo B: 25 mL de solución que contiene un 4% (p / v) de sulfato de cobre (II) 
pentahidratado. 
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 Estándar de proteína: 5 ampollas, de 1 mL cada una, que contienen una solución de 1.0 
mg / mL de BSA (suero de albúmina bovina) en cloruro sódico 0.15 M, con 0.05% de 
azide sódico como conservante. 
 
A partir del estándar de proteína debemos preparar una serie de estándares de diferentes 
concentraciones de BSA. El modo de preparar estos estándares se muestra en la tabla siguiente. 
 
Tabla 9. Preparación de los patrones de BSA. 
# [BSA] µg / ml Volumen BSA (ml) Volumen H2O (ml) 
1 1000 75 0 
2 800 60 15 
3 600 45 30 
4 400 30 45 
5 200 15 60 
6 0 0 75 
 
 
Del mismo modo, debemos preparar una solución con los reactivos A y B, mezclando 50 
partes de reactivo A con 1 parte de reactivo B.  Una vez preparada la solución A+B y los 
estándares, procedemos a realizar el análisis, en una placa de 96 pocillos,  del modo que se detalla a 
continuación: 
 
1. Añadir a los pocillos correspondientes 25 µL de muestra / estándar. 
2. Añadir 200 µL de solución A+B a cada pocillo. La relación entre este volumen y el volumen 
del paso anterior ha de ser 8:1. 
3. Incubar a 60ºC durante 1 hora. 
4. Medir la absorbancia a 562 nm  (pueden usarse filtros entre 545-590 nm). 
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Construimos una curva estándar (absorbancia frente a concentración de BSA, figura 37) y, a 
partir de ella, calcularemos la concentración en cada una de las muestras, teniendo en cuenta el 
factor de dilución (en el caso de que hayamos tenido que diluir la muestra). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 37.- Ejemplo de curva estándar en la técnica del ácido bicinconínico para el análisis de proteínas Tomado del 
folleto incluido en el kit de SIGMA, código BCA1 y B9643 .  
 
 
Una vez determinada la concentración de proteínas de las muestras, realizamos el western 
blot para la determinación de el marcador de apoptosis34,35 (PARP-1) del modo siguiente: 
 
1. Electroforesis:  
 
 Se usaron geles de acrilamida 4-12% Bis-Tris Novex (Invitrogen, NP0323BOX).  
 En cada pocillo se cargaron 30 µg de proteína en tampón de carga (Invitrogen S.A., 
NuPAGE LDS Sample Buffer 4X, NP0007). 
 Previamente, las muestras fueron hervidas a 100ºC durante 3 minutos. 
 Se usó un marcador de peso molecular de Invitrogen S.A. (MagicMark XP Western 
Standard, LC5602). 
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 Se corrió la electroforesis a 150 V durante 90 minutos en el aparato PowerEase 500 
Power Suply (Invitrogen S.A., EI8700). 
 
2. Transferencia: 
 
 Una vez terminada la electroforesis, se procedió a realizar la transferencia. 
 Todo el material debía estar empapado de tampón de transferencia 1X (Invitrogen 
S.A., NuPAGE Transfer Buffer 20X, NP0006).  
 Utilizamos una membrana de nitrocelulosa de Invitrogen S.A. (LC2001), con un 
tamaño de poro de 0.45 µm. 
 El montaje del dispositivo de transferencia se realizó con sumo cuidado para evitar la 
presencia de burbujas, que pueden interferir en este proceso (fig. 38). 
 
 
 
 
 
 
Fig. 38.- Esquema de la preparación del dispositivo de transferencia. Tomado de “General information and protocols 
for using the NuPAGE® electrophoresis system. Version E. October 2003. IM-1001. Invitrogen S.A.” 
 
 
 La transferencia se realizó a 30 V durante 1 hora, utilizando el aparato PowerEase 
500 Power Suply (EI8700) de Invitrogen S.A. 
 
 
 
Gel 
Esponja 
Esponja 
Papel Whatman Membrana 
Polo + 
Polo - 
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3. Inmunodetección de las proteínas: 
 
 Para la detección de la proteína, utilizamos un kit de Invitrogen S.A. (WesternBreeze 
Chromogenic Kit Anti-Rabbit, WB7105), y antes de proceder con la técnica, hemos 
de preparar las soluciones que necesitaremos: 
 
1. Solución de Bloqueo: agua ultrafiltrada  14 mL 
  diluyente A  4 mL 
  diluyente B  2 mL 
   TOTAL 20 mL 
2. Diluyente Anticuerpo Primario: (relación de 1:1000 a 1:5000)  
  10 mL de Solución de Bloqueo  
  10 µL de Anticuerpo Primario  
3. 
Solución de Lavado del 
Anticuerpo: agua ultrafiltrada  150 mL 
  
Solución de Lavado del Anticuerpo 
(16X) 10 mL 
   TOTAL 160 mL 
 
 
 Sumergir la membrana en 10 mL de Solución de Bloqueo durante 30 minutos en 
agitación, y decantar. 
 Realizar 2 lavados con 20 mL de agua destilada durante 5 minutos, y decantar. 
 Incubar con 10 mL de Solución de Anticuerpo Primario durante 1 hora, y decantar. 
Se utilizó el anticuerpo primario PARP H-250 (Santa Cruz Biotechnology, sc-7150).  
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 4 lavados de 5 minutos con 20 ml de Solución de Lavado del Anticuerpo, y decantar. 
 Incubar la membrana con 10 mL de Solución de Anticuerpo Secundario durante 30 
minutos, y decantar. 
 4 lavados de 5 minutos con 20 ml de Solución de Lavado del Anticuerpo, y decantar. 
 3 lavados de 2 minutos con 20 mL de agua destilada, y decantar. 
 Incubar la membrana con 5 ml de Cromógeno hasta que las bandas violetas se 
revelen. De 1 a 60 minutos. 
 3 lavados de 2 minutos con 20 mL de agua destilada, y decantar. 
 Secar la membrana con papel de filtro en un ambiente cálido o bajo una lámpara de 
infrarrojos. 
 
Una vez realizado el western blot se analizaron los resultados según el criterio utilizado por 
la OMS, según el cual basta con detectar la proteína visualmente36. 
 
3. Análisis estadístico 
Los resultados de este estudio han sido procesados mediante el programa SPSS v 11.5 
mediante la aplicación del test de Chi cuadrado para las comparación de las variables categóricas y 
mediante el test T de Student y el ANOVA para la comparación de las variables continuas, y cuyas 
metodologías estadísticas (tomando p < 0,05 como significación estadística y utilizando el 
coeficiente de Pearson para el análisis de la correlación) fueron tomadas como base para la 
realización de todo el estudio, tanto en lo que respecta al refuerzo de los conceptos oftalmológicos 
de evolución de la enfermedad glaucomatosa y programación quirúrgica, como para la validación 
de la muestra de los sujetos y la comprobación de la realización de los ensayos bioquímicos y las 
técnicas de Western Blot e inmunoblotting y estudio cuantitativo de la expresión de las proteínas 
estudiadas en el humor acuoso de los pacientes del estudio. 
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1.- Estudio preliminar 
 El estudio preliminar que se llevó a cabo al comienzo del desarrollo de este proyecto de 
investigación, tal y como queda reflejado en el apartado anterior de Material y Métodos, incluyó  90 
ojos de 90 pacientes de ambos sexos (entre 50 y 90 años), que fueron distribuidos en los dos grupos 
principales, pacientes con glaucoma primario de ángulo abierto (n=50) y pacientes con cataratas 
seniles no patológicas (n=40). Las características de inclusión y exclusión y la metodología y plan 
de trabajo se ajustan al diseño principal del estudio. Estos resultados previos validan el estudio 
principal de este proyecto de Tesis Doctoral y se exponen a continuación: 
La distribución por sexos fue similar en el grupo glaucoma (54% mujeres, 46%  hombres), 
pero en el grupo comparativo de sujetos con cataratas hubo más mujeres que hombres (75% 
mujeres, 25% hombres). La edad media del GG fue de 70,92 + 8,19 años,  y de  73,75 +  6,95 años 
en el GC. El rango de edades se dividió en cuatro subgrupos   (50-59, 60-69, 70-79, >80)  y el que 
incluyó un mayor número de pacientes fue el comprendido entre 70 y 79 años.  
El estudio incluyó un apartado en el que se evaluaron clínicamente los datos procedentes de 
los diferentes factores de riesgo para la evolución del GPAA, como la hipertensión arterial esencial, 
diabetes mellitus, miopía y dislipemia. También se relacionaron con los antecedentes familiares de 
glaucoma, la cirugía antiglaucomatosa previa, el número de fármacos en monoterapia o 
asociaciones de compuestos farmacológicos que precisaba el paciente para controlar la PIO en el 
momento de la intervención, y todos estos se relacionaron con la presión intraocular, agudeza 
visual, la relación excavación / disco óptico, el empeoramiento del campo visual y los resultados del 
análisis de fibras ópticas por GDx.  
Se realizó un estudio bioquímico de la actividad oxidativa y antioxidante del humor acuoso 
en los dos grupos de pacientes, obteniendo dicho humor acuoso en el momento de la intervención 
programada (glaucoma versus cataratas). Las determinaciones de la capacidad oxidativa (mediante 
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la medida del MDA/TBARS) y la capacidad antioxidante total (medida de AOXT) en el humor 
acuoso también fueron registradas y analizadas estadísticamente. 
Todos los datos fueron analizados con el paquete estadístico SPSS v11.5  (Inc. Redmon, 
WA). Las variables categóricas se compararon entre los grupos utilizando el test del Chi-cuadrado, 
y las variables continuas se compararon utilizando el test t de Student o el ANOVA para evaluar 
diferentes parámetros entre los grupos de estudio. El p valor se consideró significativo cuando fue 
inferior a 0,05 y muy significativo cuando fue inferior al 0,01.  
 Las características oftalmológicas de los pacientes glaucomatosos del estudio preliminar 
pueden observarse en la tabla siguiente. 
 
Tabla 10. Estudio preliminar: características de los pacientes con GPAA 
 Nº Colirios PIO AV FO Tipo Cirugía 
Porcentajes 
1: 8% / 2: 54% / 
3: 30% / 4: 8% 
<21: 46% 
>21: 54% 
0,1-0,5: 60% 
0,6-1: 40% 
0,1-0,5: 40% 
0,6-1: 60% 
LT: 2% 
TW: 30% 
EPNP: 6% 
PIO: presión intraocular; AV: agudeza visual; FO: fondo de ojo; LT: trabeculoplastia láser; TW: trabeculectomía de Watson; EPNP: 
esclerectomía profunda no perforante 
 
 
En la tabla siguiente se exponen los resultados estadísticos de la comparación, mediante el 
test T de Student, de las variables independientes (MDA y AOXT) con las variables categóricas 
para determinados factores de riesgo del paciente glaucomatoso, expresados como la media y 
desviación estándar. 
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Tabla 11. Estudio preliminar. Grupo Glaucoma: análisis de los factores de 
riesgo en función de las variables independientes (MDA y AOXT) 
Factores de riesgo MDA p-valor AOXT p-valor 
SÍ (n = 19 ) 0.49 ± 0.13 2.89 ± 0.67 Cirugía Previa 
NO (n = 31) 0.45 ± 0.12 
0.383 
2.68 ± 0.60 
0.307 
SÍ (n = 16 ) 0.44 ± 0.11 2.51 ± 0.59 HTA 
NO (n = 34 ) 0.48 ± 0.14 
0.371 
2.95 ± 0.61 
0.030* 
SÍ (n = 22 ) 0.45 ± 0.12 2.66 ± 0.70 Miopía 
NO (n = 28 ) 0.48 ± 0.14 
0.517 
2.91 ± 0.52 
0.199 
SÍ (n = 6 ) 0.45 ± 0.15 2.86 ± 0.74 DM 
NO (n = 44 ) 0.47 ± 0.12 
0.736 
2.76 ± 0.62 
0.733 
SÍ (n = 6 ) 0.45 ± 0.14 2.72 ± 0.70 Dislipemia 
NO (n = 44 ) 0.47 ± 0.13 
0.736 
2.78 ± 0.63 
0.832 
HTA: hipertensión arterial; DM: diabetes mellitus; MDA: Malondialdehído; AOXT: antioxidante 
total 
* Estadísticamente significativo (p-valor < 0.05) 
 
A continuación se muestran en una tabla las correlaciones mediante el coeficiente de 
correlación de Pearson y el nivel de significación entre las variables estudiadas (MDA y AOXT) y 
ciertos factores de riesgo para el paciente glaucomatoso. 
 Tabla 12. Estudio preliminar. Grupo Glaucoma: correlación entre las variables estudiadas 
(MDA y AOXT) y factores de riesgo para el glaucoma. 
 MDA AOXT 
 Coeficiente Correlación 
 Pearson 
p-valor Coeficiente Correlación  Pearson p-valor 
Edad 
-,361 ,010* -,169 ,241 
AV corregida 
-,075 ,607 -,143 ,321 
PIO tratada 
-,091 ,528 -,064 ,660 
E/P 
,184 ,206 ,233 ,107 
Evolución 
,203 ,405 ,392 ,097 
Nº Colirios 
-,075 ,607 ,047 ,744 
MDA: Malondialdehído; AOXT: antioxidante total; AV: agudeza visual; PIO: presión intraocular; E/P: excavación papilar 
* Correlación estadísticamente significante (p-valor < 0.05) 
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 Los resultados de las distintas determinaciones para evaluar el estrés oxidativo fueron los 
siguientes: 
 
1. Estado oxidativo (MDA-TBARS). Los niveles de MDA fueron estadísticamente superiores 
en el grupo de pacientes con glaucoma respecto del grupo con cataratas (0,471  0,134 y 
0,080  0,030 µmoles/L respectivamente; p=1,95898E-31) 
 
 
 
 
 
 
 
                                                   p < 0,05 
 
 
 
2. Estado antioxidante total. Se observó una capacidad antioxidante total significativamente 
reducida en los pacientes con glaucoma respecto a los sujetos cataratosos (2,794  0,658 y 
4,050  1,577 mmoles/L; p=2,80751E-6) 
 
 
 
 
 
 
                                                                    
                                                   p < 0,05 
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Una vez validada la muestra, y publicados estos resultados (Zanon-Moreno V, et al. J 
Glaucoma 2008), puesto a punto los distintos protocolos para las determinaciones bioquímicas y 
probada la metodología, llevamos a cabo todos los ensayos programados en el plan de trabajo a lo 
largo de los últimos 3 años. Exponemos a partir de aquí los resultados obtenidos de la muestra 
completa. 
 
2.- Características de los pacientes 
A continuación se reflejan los principales datos demográficos de los sujetos de este estudio. 
 
Tabla 13. Número de muestras analizadas. 
HUMOR ACUOSO 
  Sexo Edad (años) 
  Hombres Mujeres IM* Hombres Mujeres 
190 225 0,844 70,313 70,743 Glaucoma 415   70,548 
179 239 0,749 70,897 71,619 Cataratas 418   71,309 
TOTAL 833 0,883 70,930 
*IM = Índice de Masculinidad (nº Hombres / nº Mujeres) 
 
 
2.1.- Edad.  
Siendo la edad uno de los principales factores de riesgo para la progresión del glaucoma, 
hemos realizado un análisis estadístico pormenorizado de este parámetro, relacionándolo con el 
sexo, con los grupos de estudio (glaucoma vs. cataratas) y con todos los parámetros obtenidos de la 
exploración oftalmológica y los ensayos bioquímicos correspondientes. 
El rango de edad en ambos grupos fue de 40 a 90 años, no encontrándose diferencias 
significativas entre ambos grupos, glaucoma y cataratas. 
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2.2.- Sexo.  
En ambos grupos hay mayor número de mujeres que de hombres, siendo esta diferencia 
estadísticamente significativa. El índice de masculinidad (nº hombres / nº mujeres) fue de 0,844 en el 
grupo de pacientes con glaucoma y de 0,749 en el grupo de pacientes cataratosos. 
 
 
 Sexo 
  Hombre Mujer Total 
Grupo Glaucoma 190 225 415 
  Cataratas 179 239 418 
Total 369 464 833 
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Prueba Chi-Cuadrado 
 
 
 
  Value df 
Asymp. Sig. 
(2-sided) 
Exact Sig. 
(2-sided) 
Exact Sig. 
(1-sided) 
Pearson Chi-Square ,740(b) 1 ,390   
Continuity Correction(a) ,624 1 ,429   
Likelihood Ratio ,740 1 ,390   
Fisher's Exact Test    ,403 ,215 
Linear-by-Linear Association ,739 1 ,390   
N of Valid Cases 833     
a  Computed only for a 2x2 table 
b  0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 183,84. 
 
 
2.3.- Raza 
Existiendo diferencias en cuanto a la presentación y evolución del GPAA según la raza, 
hemos observado que todos los pacientes de este estudio han sido de raza caucásica, siendo esto 
debido al azar. 
Debido a la diversidad de clasificaciones relacionadas con cultura, religión, política, etc., 
hemos realizado una clasificación de las categorías raciales  humana basadas en los caracteres 
biológicos visibles, según la antropología moderna. 
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2.4.- Intervención quirúrgica previa 
Un dato que consideramos muy importante a la hora de valorar las características de los 
pacientes glaucomatosos es el relativo a la intervención quirúrgica, concretamente, si el paciente fue 
intervenido de glaucoma con anterioridad. Del total de pacientes glaucomatosos (415) 183 fueron 
operados de cirugía anti-glaucomatosa con anterioridad a la intervención actual (96 pacientes se 
intervinieron mediante la técnica de Trabeculectomía “ab externo” de Watson, 39 mediante la 
Esclerectomía Profunda no Perforante, a 9 pacientes se les operó mediante la  Iridencleisis 
Protegida, en 25  pacientes se llevó a cabo una o varias sesiones de Trabeculoplastia Láser,  y a 14 
se les implantó una válvula de Ahmed). En lo que respecta a los pacientes que se sometieron a 
cirugía anti-glaucomatosa por vez primera, fueron 232 en total. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*TW: Trabeculectomía de Watson; EPNP: Esclerectomía Profunda no Perforante; IP: Iridencleisis Protegida; TL: 
Trabeculoplastia Láser; VA: Válvula de Ahmed 
 
 
 
3.- Estrés Oxidativo 
3.1.- Determinación del estado oxidativo (MDA).  
Analizamos cada muestra por duplicado. Los resultados de la determinación de la actividad 
oxidativa de los dos grupos de pacientes mostraron una concentración superior de MDA en el grupo 
Intervenciones Quirúrgicas
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glaucoma respecto del grupo cataratas, siendo estos resultados estadísticamente significativos, como 
se refleja en la figura siguiente (0,548  0,210 vs. 0,111  0,045 µM; p-valor = 1,3909E-175). 
     
 
 
 
 
  
                          p < 0,001 
 
 
El estudio del MDA estratificando por edad no mostró diferencias significativas, aunque sí 
se pudo apreciar una tendencia al aumento de la concentración de MDA paralelo al aumento de la 
edad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.- Determinación de la actividad de la enzima SOD.  
El ensayo se realizó por duplicado. Los resultados muestran una actividad de la enzima SOD 
estadísticamente superior en el grupo glaucoma respecto del grupo cataratas, como muestra la figura 
a continuación (0,336  0,135 vs. 0,113  0,047 U/mL; p-valor = 3,0934E-126). 
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                                   p < 0,001 
 
 
Al estratificar ambos grupos por edad, no se encontraron diferencias significativas, aunque 
la tendencia que se observó fue el aumento de la actividad de la enzima superóxido dismutasa con 
la edad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.- Determinación de la actividad antioxidante total.  
Todas las muestras se analizaron por duplicado. La actividad antioxidante total resultó 
significativamente inferior en el grupo glaucoma respecto al grupo cataratas, lo que puede 
apreciarse en el grafico siguiente (2,194  0,719 vs. 3,782  0,938 mM; p-valor = 2,4763E-102). 
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                        p < 0,001. 
 
En ambos grupos de estudio, glaucoma y cataratas, se observó una disminución del estado 
antioxidante total con la edad.; y se encontraron diferencias significativas sólo en el grupo de 
pacientes con glaucoma al comparar los rangos de edad 40-49 y > 80 años (p-valor = 0,382).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.- Determinación de la actividad de la enzima GPx.  
Los resultados son la media y desviación estándar de 2 determinaciones por muestra. La 
actividad de la enzima GPx fue significativamente superior en el grupo glaucoma respecto del 
grupo cataratas (3,406  0,905 vs. 2,124  0,960 U/mL; p-valor = 1,43808E-50). 
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                            p < 0,001. 
 
 
Se observó un aumento de la actividad de la enzima glutation peroxidasa con la edad, 
aunque las diferencias no resultaron significativas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.- Estrés nitrosativo 
4.1.- Óxido Nítrico.  
Todas las muestras fueron analizadas por duplicado, tomando como resultado final la media 
y la desviación estándar. La concentración total de óxido nítrico fue estadísticamente superior en el 
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grupo de pacientes con glaucoma (78,574  20,286 vs. 62,946  24,241 µM; p-valor = 9,53739E-
20). 
 
 
 
 
 
 
 
             
 
                                                 p < 0,001 
 
 
Las diferencias observadas al estratificar por edad no resultaron significativas en ninguno de 
los dos grupos. Se observó un incremento en la concentración de óxido nítrico total a medida que 
aumenta la edad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.- Neurotransmisores. 
El ensayo se realizó por duplicado, de modo que los resultados son la media y desviación 
estándar de dos mediciones por muestra. 
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5.1.- Serotonina. 
Aunque observamos diferencias en la concentración de serotonina en ambos grupos, siendo 
mayores los niveles en el grupo de cataratas, éstas no resultaron significativas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                   p > 0.05 
 
5.2.- Ácido 5-Hidroxiindolacético. 
Observamos una mayor concentración de 5-HIAA en los pacientes glaucomatosos, siendo 
estadísticamente significativa la diferencia entre ambos grupos. La gráfica siguiente muestra estos 
resultados de forma más valorable. 
 
 
        
 
 
 
                                              p < 0.05                    
                                      
5.3.- Relación 5-HIAA/5-HT. 
La media del cociente 5-HIAA/5-HT fue superior en el GG respecto al GC, pero esta 
diferencia no fue significativa estadísticamente. 
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                                         p > 0.05 
 
 
 
 
6.- Marcadores de apoptosis. 
6.1.- Poli (ADP-ribosa) polimerasa.  
Se analizaron las siguientes muestras. 
Tabla 14. Número de muestras analizadas. 
 Humor Acuoso Plasma 
Glaucoma 19 12 
Cataratas 23 10 
 
En las siguientes fotografías de las membranas de nitrocelulosa puede observarse 
la banda de expresión de la proteína PARP-1 (116 kDa) en cada una de las distintas muestras 
analizadas. 
 
 
1. 
 
 
 
 
 
 
 
Cociente 5-HIAA / 5-HT
-5,0
0,0
5,0
10,0
15,0
20,0
25,0
Glaucoma
Cataratas
Glaucoma Cataratas 
Humor Acuoso 
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 
116 kDa 
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En esta membrana se muestran los resultados correspondientes a las muestras de humor 
acuoso 1 a 7 del grupo Glaucoma y 1 a 4 del grupo Cataratas.  
 
 
2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados correspondientes a las muestras de humor acuoso 8 a 12 del grupo Glaucoma y 5 
a 8 del grupo Cataratas. 
 
 
3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados correspondientes a las muestras de humor acuoso 13 a 19 del grupo Glaucoma y 
9 a 14 del grupo Cataratas. 
 
 
4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados correspondientes a las muestras de humor acuoso 15 a 23 del grupo Cataratas. 
Cataratas 
Glaucoma Cataratas 
8 9 10 11 12 5 6 7 8 116 kDa 
Glaucoma Cataratas 
13 14 15 16 17 18 19 9 10 11 12 13 14 
116 kDa 
15 16 17 18 19 20 21 22 23 
116 kDa 
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5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados correspondientes a las muestras de plasma del grupo Glaucoma (12 muestras). 
 
 
 
6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados correspondientes a las muestras de plasma del grupo Cataratas (10 muestras). 
 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          
 
Los resultados correspondientes a la cuantificación mediante densitometría (expresado en 
unidades densitométricas relativas) de las muestras analizadas mediante la expresión de PARP-1 
por Western Blot e inmunoblotting, pueden verse en el siguiente gráfico. 
 
Plasma 
Glaucoma 
Cataratas 
9 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 
116 kDa 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
116 kDa 
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El apartado discusión se ha estructurado en función de las secciones principales y para facilitar 
los comentarios sobre la gran variedad de resultados obtenidos en el transcurso de este trabajo, 
quedando dividido en los siguientes apartados:  
 
1) SOBRE EL DISEÑO GENERAL DEL TRABAJO 
2) SOBRE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 
3) SOBRE LA POSIBILIDAD DE APLICACIÓN BIOMÉDICA DE LOS RESULTADOS Y 
SU  TRASCENDENCIA  EN MEDICINA PREVENTIVA 
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1. SOBRE EL DISEÑO GENERAL DEL TRABAJO 
 
 1.1.- De la enfermedad glaucomatosa. 
El glaucoma es una enfermedad multifactorial en la que se imbrican diversas estructuras del 
globo ocular, por una parte los tejidos de la cámara anterior y por otra las células ganglionares de la 
retina y fibras del nervio óptico. Independientemente de las diversas teorías etiopatogénicas, existen 
dos fenotipos celulares fundamentales para el estudio de todos los tipos de glaucoma: las células de 
la malla trabecular y las células ganglionares de la retina. Sin embargo, la dimensión del término 
glaucoma solo se alcanza cuando la secuencia de los hechos que acontecen en el segmento anterior 
ocular se combina con el comienzo de la afectación del segmento posterior ocular.  
Esto se ha reflejado en la clínica oftalmológica mediante dos conceptos bien conocidos, el 
de hipertensión ocular (HTO) y del de glaucoma versus neuropatía óptica glaucomatosa. En este 
sentido ha desempeñado una función esencial el esquema de Weinreb1 que ha adquirido una 
dimensión mucho mayor en los últimos años, por la importancia del diagnóstico precoz de HTO, y 
en el que quedan bien reflejados los estadios evolutivos conocidos de los pacientes glaucomatosos.  
Aunque el glaucoma se caracteriza oftalmológicamente por la excavación de la papila óptica 
y por la aparición de patrones específicos de alteración del campo visual, el mayor riesgo para la 
visión proviene de la hipertensión ocular y por ende demandarían atención prioritaria todos los 
aspectos relacionados con la teoría mecánica.  
A pesar de existir muchos signos y síntomas que pueden advertir del empeoramiento de la 
enfermedad glaucomatosa, está demostrado que éstos se presentan cuando la retina y el nervio 
óptico han comenzado a enfermar, ý se ha establecido la neuropatía óptica degenerativa, cuya 
evolución espontánea es hacia la atrofia óptica y la ceguera irreversible. Aún quedan muchos 
conceptos por esclarecer y se precisan mayores investigaciones para abordar de una forma 
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definitiva el conocimiento de la enfermedad glaucomatosa y encontrar el tratamiento más definitivo 
que consiga salvaguardar la visión. 
 
 
1.2.- Del ámbito y de los sujetos del estudio. 
El estudio ha sido llevado a cabo principalmente en el laboratorio de oftalmología 
experimental de la Unidad de Investigación oftalmológica “Santiago Grisolía” del Hospital 
Universitario Doctor Peset (Valencia). La parte correspondiente a los experimentos relacionada con 
las determinaciones de los neurotransmisores ha sido realizada en e Instituto de Biología Celular y 
Molecular de la Universidad de Porto (Portugal) mediante un proyecto colaborativo establecido 
entre los dos centros con anterioridad y financiado por el Instituto de Salud Carlos III FIS y el 
Gobierno Portugués, y que ha facilitado el desplazamiento de investigadores para trabajar 
indistintamente entre estas dos ciudades.  
Hemos realizado un estudio de casos y controles retrospectivo, en pacientes con GPAA que 
por su evolución han sido programados para cirugía anti-glaucomatosa, en razón de la valoración 
del oftalmólogo, utilizando para ello los criterios de la Sociedad Española de Glaucoma (SEG) y los 
sistemas de cálculo de riesgo individual, tal y como aparecen en el documento insertado en la 
sección de Material y Métodos, que permite establecer el riesgo porcentual de evolución adversa de 
la enfermedad glaucomatosa2, en el que se han introducido características personales y familiares y 
los datos de la exploración oftalmológica de cada uno de los pacientes.  
Los parámetros que se han introducido para valorar el riesgo de evolución individual del 
GPAA han sido: edad, sexo, antecedentes familiares, hipertensión arterial, miopía, diabetes mellitus 
y dislipemia; en relación a la hipertensión ocular, alteración del campo visual, análisis de fibras 
ópticas, excavación papilar, agudeza visual y espesor corneal central.  
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Todos ellos se han correlacionado con el tratamiento de cada paciente (número de fármacos 
utilizado por cada paciente y el tratamiento láser y/o cirugía). El porque se han manejado estos 
factores y no otros utilizados por otros autores3-7 es porque hemos considerado que la práctica diaria 
debe simplificar al máximo los criterios de evaluación, con el fin de precisar los hechos más 
importantes, alcanzar el diagnostico y aplicar precozmente el tratamiento mas adecuado.  
El oftalmólogo que visita pacientes en un  estadío clínico intermedio entre HTO y glaucoma 
frecuentemente se enfrenta con el dilema clínico de si tratar o no tratar a dichos pacientes. El reto de 
estos instrumentos de asesoramiento diagnóstico mediante el cálculo del riesgo evolutivo del 
paciente glaucomatoso, es precisamente el poder identificar a los sujetos con mayor riesgo de 
perdida de visión. Los factores de riesgo que hemos considerado han sido obtenidos mediante la 
entrevista en consulta, la historia clínica, y el examen oftalmológico y pruebas complementarias 
realizadas, y registrados todos en un documento diseñado personalmente mediante el programa 
Excel para Windows.    
El estudio preliminar del proyecto de investigación nos ha permitido valorar todos estos 
parámetros, que han sido aceptados ya en otras especialidades medicas que también utilizan estos 
sistemas para calcular el pronóstico de la enfermedad, como en la enfermedad coronaria, 
dislipemias e hipertensión arterial esencial, y precisamente desarrollados en base a una idea de 
Robert N. Weinreb, Director del Hamilton Glaucoma Center en la Universidad de California, San 
Diego, presentada en el Congreso de la Academia Americana de Oftalmología en Chicago (IL) en el 
2004 (Comunicación de R Weinreb  y Felipe Medeiros, profesores de Oftalmología del Hamilton 
Glaucoma Center de la Universidad de California, San Diego (USA), “The STAR calculator for 
glaucoma (Scoring Tool for Assessing Risk)) y publicada en ese mismo año1. 
Esta decisión ha sido el resultado de la recogida de datos de un estudio multicéntrico 
realizado entre oftalmólogos del Hospital Universitario Doctor Peset (Valencia), del Hospital La 
Línea de la Concepción (Cádiz), el Hospital La Inmaculada de Huercal Overa (Almería), el Hospital 
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Universitario La Fe (Valencia) y el Hospital Punta de Europa (Cádiz). Los resultados de un estudio 
piloto realizado en 90 ojos de 90 pacientes8, reflejaron que éstos precisamente son los criterios más 
importantes para el seguimiento de la enfermedad y el cuidado de la visión y los fundamentales para 
establecer una correlación con las posibles moléculas implicadas en la progresión de la enfermedad.  
Todos los criterios de selección de pacientes, los factores de riesgo a valorar, las moléculas 
que se han considerado claves para estudiar los mecanismos etiopatogénicos del glaucoma y la 
valoración de aplicación biomédica mediante translación de los resultados para el control de los 
pacientes glaucomatosos, han sido estudiadas  y reflejados en el proyecto de investigación del 
Instituto de Salud Carlos III para la prevención de la ceguera por glaucoma (FIS nº PI061862), a la 
que pertenecen al grupo de investigadores tanto oftalmólogos como biólogos en investigación 
oftalmológica de la Comunidad Valenciana y Andalucía. 
El porqué se ha utilizado el grupo de sujetos con cataratas como comparativo al grupo de 
pacientes con glaucoma ha sido principalmente porque las cataratas “per se” no suponen un proceso 
lesivo para las estructuras del globo ocular, son de presentación frecuente, tienen una correlación 
directa con la edad y al mismo tiempo han sido relacionadas por numerosos autores con 
mecanismos de estrés oxidativo9-12, ofreciéndonos una referencia muy valorable de los procesos 
redox en el humor acuoso humano y para el GPAA y en definitiva un grupo opcional comparativo 
para los nuevos ensayos programados en el presente estudio experimental. 
 
 1.3.- De  la muestra empleada y las moléculas analizadas. 
Nuestro principal objetivo ha sido complementar los estudios sobre parámetros de riesgo en 
el paciente oftalmológico con HTO versus glaucoma, con la investigación básica de los posibles 
cambios celulares y moleculares que se produzcan en el segmento anterior ocular y que puedan 
inducir la alteración del segmento posterior ocular y la pérdida de la visión. Si logramos averiguar 
alguno en particular o todos estos mecanismos, podríamos utilizarlos como marcadores de la 
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evolución y desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para tratar específicamente estos estadios de 
la enfermedad glaucomatosa. Hemos estudiado la formación de moléculas que puedan intervenir en 
la evolución de la HTO y en el establecimiento del glaucoma, y que partiendo del humor acuoso 
puedan establecer una conexión con las estructuras de la retina y nervio óptico e inducir una señal o 
una cadena de señales que culmine con la lesión y posterior empeoramiento de las mismas.  
El humor acuoso ha sido elegido como la muestra más adecuada para nuestros propósitos, 
por sus características bioquímicas y funcionales, por la relativa accesibilidad y facilidades de 
manipulación, transporte y almacenamiento y por cubrir nuestras expectativas en relación a las 
determinaciones programadas. En este sentido otros autores también lo han utilizado para trabajos 
similares13-15. 
Teniendo en cuenta la teoría mecánica y vascular del glaucoma y los mecanismos de 
inducción de la degeneración y muerte de las células ganglionares de la retina y de las fibras del 
nervio óptico, hemos propuesto para este estudio unos experimentos encaminados a determinar unas 
determinadas moléculas que presuponemos implicadas en la evolución de todos estos procesos en el 
contexto de la enfermedad glaucomatosa: 
 
- Especies reactivas del oxígeno 
- Moléculas Antioxidantes 
- Óxido Nítrico 
- Neurotransmisores 
- Marcadores de Apoptosis 
 
Todas ellas han sido valoradas individualmente y las determinaciones correspondientes se 
han llevado a cabo en las muestras de los pacientes glaucomatosos y los resultados se han analizado 
estadísticamente comparándolos con los parámetros clásicos y emergentes de riesgo en el GPAA. 
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En el grupo comparativo se han realizado todas las determinaciones en paralelo al grupo estudiado 
de pacientes glaucomatosos, puesto que este grupo no puede ser considerado un control en el 
amplio sentido de la palabra, ya que no procede de individuos sanos, sino de los sujetos aquejados 
de cataratas relacionadas con el envejecimiento y sin otra patología oftalmológica o general 
considerable. No obstante otros autores han utilizado esta comparación en trabajos similares, ya que 
las determinaciones han sido efectuadas en las mismas condiciones en ambos grupos de estudio, lo 
que refuerza la validez de la confrontación de datos16-18. 
 
 
2. SOBRE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 
 
Todos los experimentos han sido realizados en el humor acuoso de pacientes y obtenido 
durante la cirugía programada en cada uno de los centros en los que se han recogido las muestras 
para este proyecto de investigación. Los experimentos han sido realizados en las muestras de ambos 
grupos (cirugía antiglaucomatosa versus cirugía de cataratas) y procesados para análisis 
bioquímicos diversos y para la técnica de Western Blot e inmunoblotting, utilizando anticuerpos 
monoclonales específicos para este fin.  
Las  determinaciones enzimático-colorimétricas que se han llevado a cabo en las muestras 
de humor acuoso se han basado en los protocolos previos y en la experiencia de este grupo de 
investigación oftalmológica tanto en el animal experimental19-22 como en el humano23, y han sido: 
1) la actividad oxidativa mediante la determinación de malonildialdehído (MDA) y el test del ácido 
tiobarbitúrico y las substancias que reaccionan con él (TBARS); 2) la actividad antioxidante 
(superóxido dismutasa - SOD, antioxidante total - AOXT, glutation peroxidasa - GPx); 3) la 
concentración de óxido nítrico (ON) mediante la reacción de Griess; 4) la determinación de la 
concentración de ciertos neurotransmisores (Serotonina (SE-5HT) y ácido 5-hidroxiindolacético (5-
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HIAA)); y  5) finalmente mediante la técnica de Western Blot e immunoblotting se ha obtenido la 
expresión de marcadores de apoptosis (poli (ADP-ribosa) polimerasa - PARP).   
Todos los datos obtenidos se han analizado individual y colectivamente y se han 
estructurado según grupos para realizar los comentarios de forma acorde con los objetivos del 
trabajo 
 
2.1.- Características generales de los individuos del estudio. 
El estudio preliminar ha validado la muestra de pacientes para los propósitos de nuestro 
estudio. En este estudio se emplearon 90 ojos de 90 pacientes de ambos sexos demostrando que la 
capacidad oxidativa y antioxidante se puede determinar en el humor acuoso en sujetos programados 
para cirugía, extrayendo la muestra intraoperatoriamente y sometiendo los humores acuosos a 
ensayos bioquímicos para determinar la concentración de MDA y la actividad antioxidante total 
(AOXT).  
El análisis estadístico ha analizado los datos demográficos (edad y sexo) y ha correlacionado 
la actividad oxidativa y antioxidante con diversos parámetros, como la reintervención 
antiglaucomatosa o cirugía previa, la hipertensión arterial esencial, diabetes mellitus, dislipemia o 
miopía moderada.  
En la muestra utilizada para este proyecto de Tesis Doctoral, la edad ha sido considerada 
uno de los principales factores de riesgo para esta enfermedad, cuya prevalencia es del 3% en 
personas mayores de 50 años y de más del 5% en personas mayores de 70 años24. Según datos de la 
OMS, el glaucoma es la segunda causa de ceguera en el mundo, sólo por detrás de las cataratas25. 
En nuestro estudio, no hemos encontrado diferencias significativas entre la edad de  hombres y 
mujeres, ni tampoco diferencias etarias entre los dos grupos de estudio (cabe recordar que la 
opacidad del cristalino es un defecto que correlaciona directamente con la edad); y al clasificar los 
dos grupos de estudio de acuerdo a los rangos de edad (40-49 años, 50-59 años, 60-69 años, 70-79 
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años y 80 o más años), el rango que incluye más número de pacientes es el comprendido entre 70-
79 años. Esta observación coincide con las conclusiones del estudio que realizaron Antón y 
colaboradores26 (Instituto de Oftalmobiología Aplicada, Valladolid, 2002) sobre una población de 
Segovia, en el que observaron un aumento de la prevalencia del GPAA con la edad.  
En cuanto al estudio de la distribución por sexos en ambos grupos no reveló diferencias 
significativas (índice de masculinidad 0,841 para el grupo de pacientes con glaucoma primario de 
ángulo abierto y  0,748 para el grupo de pacientes con cataratas). El glaucoma es una enfermedad 
multifactorial que afecta por igual a ambos sexos. En cambio, en prácticamente todos los estudios 
sobre glaucoma hay un mayor número de mujeres que de hombres27-29 (en nuestro estudio 181 
hombres y 215 mujeres). Esto puede ser debido a que esta enfermedad está asociada a la edad, y en 
la población general existen más mujeres de edad avanzada que hombres. Así pues, analizando los 
datos demográficos pudimos constatar que no existieron diferencias significativas en cuanto a sexos 
entre los dos grupos. 
 
2.2.- Moléculas analizadas en el presente estudio. 
Respecto a las moléculas que se han estudiado en el presente proyecto de Tesis Doctoral, los 
resultados van a comentarse a continuación: 
 
2.2.1. Actividad Oxidativa. 
La formación de radicales libres por la vía de la peroxidación lipídica se ha investigado 
mediante la determinación de la concentración de sus metabolitos, y en particular el MDA. Este es 
el producto final de la peroxidación lipídica, y aunque no es totalmente específico, ha demostrado 
su validez como marcador de oxidación en diversos tejidos, entre ellos el globo ocular. La técnica 
utilizada ha sido la reacción con el ácido tiobarbitúrico y los productos que reaccionan con el 
(TBARS), mediante extracción con butanol y medida por fluorometría. Durante mucho tiempo, los 
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resultados obtenidos han estado sometidos a debate. El hecho de que el TBA reacciona con otros 
productos diferentes de los derivados de la actividad oxidativa, como el ácido siálico, y que al 
determinarlos pueden originar resultados dudosos, ha quedado relegada debido al gran arraigo de la 
técnica entre los investigadores y la cantidad de publicaciones que han validado los resultados en 
los últimos veinte años23,30-32.    
Nuestros resultados muestran un aumento de la actividad oxidativa (MDA-TBARS) en los 
pacientes del grupo GPAA frente al grupo comparativo de pacientes operados de cataratas. A pesar 
de existir actividad oxidativa en el humor acuoso de ambos grupos, los resultados fueron 
estadísticamente superiores en los pacientes con GPAA que en los sujetos del grupo comparativo. 
Esto puede explicarse de forma que los sujetos con cataratas incluidos en este estudio, aunque 
reflejaban una edad media similar al grupo principal, presentaban cataratas ligadas al proceso 
normal de envejecimiento, no patológicas, y por esto se asume que deben presentar también 
aumento de la capacidad oxidativa de las muestras, como hemos demostrado en otros trabajos 
anteriores8,33,34. 
La actividad oxidativa se refleja por la formación de anión superóxido, peróxido de 
hidrógeno y radical hidroxilo. En condiciones fisiológicas se estima que aproximadamente el 1% 
del flujo electrónico de la cadena respiratoria mitocondrial genera anión superóxido, el primer 
radical libre. Sin embargo, cualquier alteración en el transporte de electrones puede disparar la 
formación de este anión superóxido, que a su vez puede reaccionar con metales de transición como 
el hierro (mediante las reacciones de Fenton y Haber-Weiss) para generar peróxido de hidrógeno y 
radical hidroxilo. Hay que tener en cuenta que la formación fisiológica de EROX está sometida a 
riguroso control homeostático. Para ayudar a este control existen los antioxidantes biológicos. 
Aunque diversos estudios experimentales han demostrado que las EROX están implicadas en la 
muerte neuronal35 hay una falta relativa de estudios epidemiológicos, lo que ha contribuido a la 
controversia alrededor de la intervención de los EROX en la fisiopatología de los procesos 
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neurológicos de larga duración. Nosotros hemos obtenidos resultados significativos en cuanto a la 
disminución de actividad antioxidante total del humor acuoso de pacientes con glaucoma pero un 
aumento individual de la actividad de los enzimas SOD y GPx. Estos últimos datos reflejan la 
reacción del tejido frente a la agresión oxidativa, en un intento de frenar  la formación excesiva de 
las EROX y la cadena de formación de peróxidos lipídicos, como un mecanismo compensatorio. En 
lo que respecta a las determinaciones de SOD, hay que puntualizar que  no se han determinado por 
separado las isoformas SOD Mn-dependiente o SOD Se-dependiente, sino la actividad global. Estas 
EROX pueden bien  ser inductoras de los cambios observados en las células del segmento anterior 
en el glaucoma o bien el resultado de las alteraciones que sufren estas estructuras en el transcurso 
de la enfermedad. Esta cuestión aún está pendiente de clarificar, ya que con los experimentos 
realizados en este estudio hemos demostrado que existe un aumento de la actividad oxidativa global 
del humor acuoso de los pacientes con GPAA, aunque no hemos podido demostrar de forma 
taxativa su procedencia y si actúan en una u otra forma.  
 
2.2.2. Actividad antioxidante. 
Los enzimas antioxidantes SOD y GPx suponen la primera barrera para luchar frente a los 
radicales libres (anión superóxido y peróxido de hidrógeno respectivamente), a estos se unen frente 
a la formación excesiva de EROX los antioxidantes biológicos como el glutation, vitamina E, 
carotenoides y ácido ascórbico. Con estas moléculas ocurre como con los oxidantes, la diversidad 
de opiniones en cuanto a los efectos en las enfermedades neurodegenerativas viene apoyada por las 
publicaciones a favor o en contra36,37. Sin embargo, hay ciertos resultados que sustentan que la 
pérdida de genes antioxidantes puede inducir la perdida neuronal. El trabajo realizado con ratones 
transgénicos para el gen que codifica la proteína transportadora de vitamina E demuestra que los 
ratones padecían degeneración retiniana y de la espina dorsal y que suplementados con vitamina E 
se prevenía la aparición de la lesión de la retina38. Además ratones knock out para el gen de la SOD 
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sufrían procesos de degeneración y muerte de las neuronas del córtex cerebral39. A pesar de la 
polémica de su utilidad clínica, el hecho real es que cuando se excede la formación de EROX y no 
puede paliarse con las defensas antioxidantes aparece el estrés oxidativo, y este mecanismo es 
suficiente para poder dañar proteínas, lípidos o ácidos nucleicos e inducir la muerte celular por 
apoptosis o necrosis. En este mismo concepto coinciden los autores que han demostrado diversos 
cambios en la oxidación del ADN, de proteínas y lípidos en tejidos de pacientes con diversas 
enfermedades neurodegenerativas40. No obstante persiste la duda de si el estrés oxidativo esta 
implicado en el desarrollo, en la progresión o con los estadios finales de las enfermedades 
neurodegenerativas y por lo tanto se cuestiona la eficacia de una administración suplementaria de 
micronutrientes con propiedades antioxidantes, y también la dosis que debe emplearse de cada uno 
de los elementos implicados. Y esta discusión sigue candente en nuestros días como lo demuestra el 
hecho de que en la revista de Archivos de la Sociedad Española de Oftalmología, foro de opinión de 
los oftalmólogo españoles, han aparecido algunas adhesiones en contra de los antioxidantes en 
oftalmología41 y otras a favor42-44. 
 Además de formarse anión superóxido, peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo, que una 
vez generados ejercerán sus efectos nocivos sobre células y tejidos, estos pueden también 
reaccionar el óxido nítrico (mucho más si éste se halla en exceso) para generar aniones 
peroxinitrito. Los aniones peroxinitrito a su vez pueden reaccionar con el dióxido de carbono 
formando nitrotirosina e induciendo la cadena de peroxidación lipídica, induciendo daño a las 
proteínas y ácidos nucleicos.  
Por todo ello, sugerimos que en aquellos pacientes con mayor riesgo de padecer perdida de 
visión por causa de la evolución del glaucoma, si los marcadores de estrés oxidativo se inclinaran 
hacia la oxidación, la suplementación micronutricional conteniendo antioxidantes sería un 
coadyuvante del tratamiento clásico de la enfermedad glaucomatosa, al favorecer la nutrición, la 
salud en general y en concreto equilibrando la actividad redox en las estructuras del globo ocular. 
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2.2.3. Óxido Nítrico. 
El óxido nítrico (ON) es una molécula clave en la fisiología de nuestro organismo, por el 
gran número de funciones que cumple de forma más o menos directa. Una de ellas es la de 
molécula vasodilatadora, participando por esta característica en la homeostasis y disminución de la 
presión sanguínea. También participa en el desarrollo del sistema nervioso central, en la transmisión 
nerviosa y procesos de aprendizaje y memoria. Desempeña una función fundamental en  la 
activación de la respuesta inmune. Hay que tener en cuenta que no todas sus funciones resultan 
beneficiosas, puesto que la alteración de su disponibilidad se ha asociado también con la aparición 
de ciertas enfermedades45-47. Y recientemente se ha popularizado su participación en los 
mecanismos patogénicos de enfermedades crónicas y degenerativas48-51. ¿Cuál seria el proceso por 
el que el ON puede inducir la disfunción y muerte celular? Diversos fenotipos celulares son capaces 
de sintetizar ON. El papel que desempeña en el aprendizaje y memoria se descubrió al encontrar en 
el hipocampo (región del cerebro que controla estas funciones) unas neuronas que son capaces de 
producir ON52. Pero también se han descrito neuronas productoras de ON en el área visual del 
cerebro53,54, por lo que esta molécula debe ser considerada en el contexto de la percepción visual. 
Además, esta característica le otorga una función reguladora del flujo sanguíneo ocular participando 
en la homeostasis del humor acuoso y regulación de la presión intraocular55.  Hay que considerar, 
que además de  formarse anión superóxido, peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo, estos pueden 
reaccionar rápidamente con el ON para generar aniones peroxinitrito que a su vez pueden 
reaccionar con el dióxido de carbono formando nitrotirosina e induciendo la cadena de peroxidación 
lipídica, induciendo daño a las proteínas y ácidos nucleicos. De hecho, cuando el control en los 
niveles de óxido nítrico se pierde, éste de desvía espontáneamente y en condiciones favorables 
hacia la producción de peroxinitrito. En este caso, se pone de manifiesto los efectos adversos del 
ON, puesto que el peroxinitrito es una molécula tóxica que puede inducir “per se”  daño irreversible 
y muerte celular por apoptosis.  
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Además se ha descrito que el ON puede inducir la apoptosis mediante un mecanismo 
vascular.  
De acuerdo con la teoría vascular del glaucoma, el daño irreversible de las células 
ganglionares y fibras del nervio óptico es, al menos en parte, causado por insuficiencia crónica de 
aporte vascular a la cabeza del nervio óptico56. Hay evidencias de que la formación constante de 
óxido nítrico por las isoformas endoteliales y neuronales de la enzima óxido nítrico sintasa (de la 
familia de las óxido reductasa, homólogas de la citocromo reductasa P450) proporcionan el 
mantenimiento del tono vasodilatador basal a la cabeza del nervio óptico, lo que sustenta la 
hipótesis de insuficiencia vascular en esta zona. De hecho, alteraciones de disponibilidad de la 
óxido nítrico sintasa podrían repercutir en el equilibrio entre agentes vasoconstrictores y 
vasodilatadores, con el resultado de una perfusión insuficiente.  
En nuestros resultados se refleja el aumento significativo (p<0,05) de los niveles de ON en 
el humor acuoso de pacientes con GPAA frente a los sujetos cataratosos. Puesto que el ON se 
sintetiza a partir de la arginina, mediando la reacción la enzima óxido nítrico sintasa, es posible que 
exista una concentración elevada del enzima, o bien un aumento del precursor L-arginina y L-
citrulina. En nuestro estudio no hemos realizado experimentos concretos con el enzima catalizador 
específico, no obstante hemos demostrado el aumento de los niveles totales de ON el humor acuoso 
en los pacientes con GPAA.  
Sugerimos que el aumento de ON puede inclinar la balanza de vasoconstricción / 
vasodilatación hacia el primero, provocando un déficit de perfusión de las estructuras de la retina y 
nervio óptico, implicadas en la evolución de la neuropatía óptica glaucomatosa. Por otra parte, el 
exceso del sistema  L- arginina / ON deriva en la formación de peroxinitritos, y estos provocarían el 
daño celular y tisular, induciendo fenómenos de degeneración y apoptosis de las células 
ganglionares y las fibras del nervio óptico. 
Discusión 
 122 
En cuanto a la técnica empleada para su determinación, hay que tener presente que el ON es 
un compuesto con una vida media muy corta, y muy difícil de detectar “in vivo” con técnicas 
convencionales. Como se puede considerar que en el organismo todo el ON se encuentra en forma 
de nitritos y nitratos, midiendo la concentración de estos se puede hacer una evaluación de la 
concentración de óxido nítrico total. En una primera etapa se transforman los nitratos presentes en 
nitritos, por acción de la enzima nitrato reductasa. Posteriormente, mediante la reacción de Griess, 
los nitritos se transformarán en un cromóforo derivado del nitrógeno; de modo que, midiendo por 
espectrofotometría la intensidad de este cromóforo, podemos determinar la concentración de ON 
total57.  
El ON es liberado continuamente en condiciones basales, pero el endotelio vascular aumenta 
su liberación en respuesta al estímulo de sustancias varias, como la acetilcolina y serotonina. Se ha 
descrito que, en condiciones fisiológicas, el estímulo más importante para su liberación es el efecto 
fricción que el aumento del flujo sanguíneo produce sobre la pared vascular (células endoteliales)58. 
De todas formas, si el aumento del ON detectado en nuestros pacientes, se debiera sólo al aumento 
de la actividad basal de la enzima óxido nítrico sintasa en los tejidos glaucomatosos del segmento 
anterior ocular, este aumento de ON repercutiría en una respuesta insuficiente de la perfusión en la 
cabeza del nervio óptico.  
Y apoyando esta hipótesis, Polak y cols.59 han descrito que el sistema del ON esta alterado 
en pacientes con GPAA, puntualizando que la cabeza del nervio óptico y la coroides de dichos 
pacientes presentan anomalías en la disponibilidad de L-arginina / ON respecto a sujetos controles, 
sugiriendo que de este concepto podría derivar una nueva posibilidad terapéutica para el glaucoma.  
Por lo tanto, el aumento del sistema L-arginina / ON en pacientes glaucomatosos puede 
reflejarse en dos mecanismos patogénicos bien diferenciados y, a su vez, interconexionados: 1) 
inducción de apoptosis vía formación de peroxinitritos y daño oxidativo y 2) insuficiencia vascular 
por alteración de la perfusión. 
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2.2.4. Neurotransmisores. Serotonina y 5-HIAA. 
El estudio de los neurotransmisores y la función que desempeñan en la neuropatía óptica 
glaucomatosa puede ser de enorme importancia a la hora de elaborar nuevas terapias frente a esta 
enfermedad.  
En este sentido, hemos estudiado los niveles de serotonina en el humor acuoso de pacientes 
con GPAA.  
La serotonina (5-HT) es una indolamina precursora de la melatonina, que es una hormona 
cuya concentración varía cíclicamente y participa en una gran variedad de procesos celulares.  
El potencial antioxidante de la melatonina es bien conocido60, y ya hay evidencias que 
sugieren que es capaz de disminuir la presión intraocular, por lo que podría utilizarse en la terapia 
para el glaucoma61. Si consideramos esta hipótesis, es lógico pensar que en el glaucoma la 5-HT no 
está dirigida hacia la síntesis de melatonina, que disminuiría la PIO, sino que sería degradada por la 
enzima monoamina oxidasa (MAO) y los niveles de 5-HIAA aumentarían. Además, la melatonina 
tiene un elevado potencial antioxidante, por lo que sus niveles en situaciones de estrés oxidativo 
deben ser inferiores a los presentes en situaciones de normalidad. Nuestros datos vienen a confirmar 
estas hipótesis, puesto que hemos detectado unos niveles de ácido 5-hidroxiindolácético superiores 
estadísticamente en pacientes con GPAA, respecto a los encontrados en los pacientes con cataratas; 
y al mismo tiempo, hemos detectado una concentración inferior de la 5-HT en el grupo glaucoma 
respecto al grupo de cataratas.  
Por otra parte,  varios autores han demostrado que la melatonina tiene un efecto inhibidor 
sobre los niveles de óxido nítrico62-64; por lo que, en situación de estrés oxidativo, los niveles de 
melatonina deben de estar disminuidos respecto a una situación de normalidad, mientras que 
aumentarán los niveles de óxido nítrico. En nuestro trabajo no hemos evaluado los niveles de 
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melatonina, pero sí los de óxido nítrico (apartado anterior), apoyando las conclusiones de estos 
autores. 
 
2.2.5. Marcadores de apoptosis: poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) 
Una de las hipótesis que se barajan en la neuropatía óptica glaucomatosa es que las células 
ganglionares de la retina sufren procesos de muerte celular programada inducida por los radicales 
libres65. Hemos estudiado la presencia en humor acuoso de la proteína poli (ADP-ribosa) 
polimerasa, evaluando su capacidad de inducción de apoptosis. La degeneración neuronal puede 
estar inducida por el desequilibrio iónico (cambios en las concentraciones extracelulares de iones), 
la formación de radicales libres y disminución de las defensas antioxidantes, el aumento de la 
disponibilidad de ciertos neurotransmisores y la disminución de algunos factores de crecimiento. 
Ante esta variedad de etiologías, nosotros pensamos que el abordaje multifactorial de los 
mecanismos patogénicos del glaucoma es esencial para comprender las bases celulares y 
moleculares de este proceso y poder desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para los pacientes 
con GPAA.  
La apoptosis tiene la característica de mantener intactas las membranas celulares durante el 
proceso de muerte, y de permitir a las células adyacentes absorber las células moribundas para que 
no liberen su contenido y favorezcan la reacción inflamatoria local.  
Las células que sufren apoptosis presentan una característica morfológica que es la 
fragmentación de la célula en cuerpos apoptóticos, condensación nuclear y citoplásmica y 
fragmentación del ADN en pequeños oligonucleosomas y finalmente las células o sus fragmentos 
son fagocitados por los macrófagos.  
Entre las señales que pueden inducir la apoptosis están: el daño celular por radiaciones 
ionizantes, infecciones virales, señales extracelulares. De hecho, está ampliamente demostrado que 
ciertas señales extracelulares pueden bloquear / inhibir o promover la apoptosis, y que las mismas 
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señales pueden favorecer la supervivencia celular en un fenotipo determinado mientras que pueden 
también favorecer el programa de suicidio celular en otros fenotipos66.  
Hay otros factores, como las neurotrofinas, que se unen a receptores de superficie y actúan 
previniendo la muerte celular. La invocación del programa de suicidio celular (apoptosis) implica la 
síntesis de moléculas específicas de ARN mensajero y su traducción subsecuente. Por todo ello 
aumentan las evidencias que relacionan la muerte celular con la inducción de mecanismos celulares 
intrínsecos.  
El daño infringido al SNC provoca la pérdida irreversible de la función celular puesto que 
no existe apenas neurogénesis espontánea en el adulto, y las neuronas maduras no son capaces de 
proliferar y  restaurar el tejido enfermo.  
Tampoco existe regeneración como tal, porque las neuronas que han sufrido daño axonal 
presentan una capacidad limitada de regenerar espontáneamente y volver a emitir sus axones para 
realizar las sinapsis convenientemente; y además también padecen degeneración secundaria, porque 
la primitiva pérdida de neuronas crea un medio hostil para el resto de neuronas que en principio se 
salvaron del primer proceso, causándoles también la degeneración.  
El glaucoma presenta las características de una enfermedad degenerativa, aunque en el 
listado de enfermedades neurodegenerativas de la OMS no aparece como tal. Por este motivo, los 
pacientes glaucomatosos que se encuentran bajo tratamiento anti-hipertensivo, también deberían 
recibir tratamiento neuroprotector, con el fin de reducir las señales que las células ganglionares de 
la retina aún supervivientes están recibiendo por parte de las neuronas en proceso de degeneración, 
con el fin de detener la propagación del daño neuronal y la atrofia óptica.  
En este contexto, cualquier marcador que informe del daño neuronal precoz y que impida su 
extensión va a favorecer la estabilización de la enfermedad glaucomatosa e impedir la pérdida de 
visión.  
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En nuestro estudio hemos demostrado que en el humor acuoso se encuentran moléculas 
marcadoras de apoptosis, concretamente la PARP, y que éstas se expresan mucho más (y de forma 
estadísticamente significativa) en el grupo de pacientes glaucomatosos que en el del grupo 
comparativo. Estos resultados apoyan a los obtenidos por Li y Osborne en un estudio recientemente 
publicado, en el cual se demuestra que la apoptosis de las células ganglionares depende de la 
activación de la poli (ADP-ribosa) polimerasa67. 
En estos experimentos ha quedado demostrado que la expresión de estos marcadores en el 
humor acuoso está en relación directa al empeoramiento de los factores de riesgo de la enfermedad 
glaucomatosa. En el momento que estas moléculas aparecen, ya ha comenzado en parte el daño y  la 
perdida neuronal. Sin embargo es muy importante reconocer que la pérdida neuronal secundaria (e 
inducida en parte por la primera) es consecuencia de un gran número de procesos comunes a 
diversas enfermedades crónicas y degenerativas.  
 
3. SOBRE LA POSIBILIDAD DE APLICACIÓN BIOMÉDICA DE LOS RESULTADOS Y 
SU  TRASCENDENCIA  EN MEDICINA PREVENTIVA 
 
Como hemos comentado con anterioridad, el glaucoma crónico simple (GPAA) presenta 
todas las características de una enfermedad degenerativa, aunque en el listado de enfermedades 
neurodegenerativas de la OMS no aparece como tal. Los pacientes glaucomatosos que se 
encuentran bajo tratamiento anti-hipertensivo, también deberían recibir tratamiento neuroprotector, 
con el fin de reducir las señales que las células ganglionares de la retina aún supervivientes están 
recibiendo por parte de las neuronas en proceso de degeneración, con el fin de detener la 
propagación del daño neuronal y la atrofia óptica. A raíz de los resultados de este estudio, hemos 
identificado nuevas moléculas que pueden contribuir a la progresión de la lesión glaucomatosa, por 
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una parte los agentes oxidantes, por otra parte las moléculas antioxidantes, también el óxido nítrico, 
la serotonina y sus metabolitos y los marcadores de apoptosis.  
Por lo tanto la terapia apropiada para minimizar o prevenir la progresión del daño neuronal y 
la muerte de las células supervivientes es la neuroprotección, término general conocido como aquel 
mecanismo que neutraliza, estabiliza y previene la perdida neuronal causada por procesos 
autodestructivos, y en este sentido incluimos como consecuencia de los resultados del presente 
estudio la posibilidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a los receptores de la 
5-HT y de 5-HIAA (antagonistas, bloqueadores del Ca2+), antioxidantes, barredores de radicales 
libres, bloqueadores de la oxido nítrico sintasa 2, y el uso de genes anti-apoptóticos.  
Hemos contactado con 10 expertos en el tema, con el fin de recabar toda la información 
precisa, aunque no hubiera sido publicada, entre ellos y citados por orden alfabético: el Dr. Jose J 
García-Medina, experto en exploraciones complementarias en glaucoma, de Huercal-Overa 
(Almería); el Prof. Francisco J. Iborra del Radcliff Hospital de la Universidad de Oxford, biólogo 
celular y experto en núcleo y apoptosis; el Dr. Antonio Lleó, glaucomatólogo y experto en 
estadística, de Valencia; el Dr. Pedro Melo, experto en biología celular y molecular y en 
neurotransmisores, de la Universidad de Porto en Portugal; el Prof. Alberto Muñoz del Consejo 
Superior de Investigaciones Científicas en Madrid y coordinador del área de biomedicina del CSIC; 
la Prof. Begoña Olmedilla, del Instituto de Salud Carlos III, experta en antioxidantes; el Prof. Jose 
M. Ramírez Sebastián, catedrático de oftalmología, de la Universidad Complutense de Madrid e 
investigador en glaucoma la Prof. Elena Vecino, catedrático de biología de la Universidad de Leioa 
(Vizcaya); la Prof. M José Vinuesa Silva, de la Universidad de Salamanca y experta en glaucoma, y 
el Dr. Ignacio Vinuesa Silva, glaucomatólogo del Área Sanitaria del Campo de Gibraltar en Cádiz. 
Todos están de acuerdo en que el glaucoma es una enfermedad multifactorial que se manifiesta 
como una neuropatía óptica cuyo primer nivel es la hipertensión ocular y el último nivel la lesión y 
muerte de las células ganglionares y las fibras del nervio óptico (100%). Todos han coincidido en la 
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necesidad de encontrar un marcador o marcadores precoces para la enfermedad glaucomatosa 
(100%). Todos demandan un fármaco que pueda contribuir a la interrupción del proceso 
degenerativo y frenar la pérdida de visión de los pacientes con glaucoma (100%).  
Con nuestros resultados hemos aportado nuevas evidencias de la presencia e implicación de 
determinadas moléculas en el GPAA. El objetivo final sería informar a la población del riesgo de 
pérdida de visión derivada de la enfermedad glaucomatosa, la necesidad de diagnostico precoz y 
control estricto de la hipertensión ocular, como primer mecanismo lesivo, de la variabilidad de la 
enfermedad glaucomatosa y la imbricación de diversos factores de riesgo que pueden modular el 
curso y el pronóstico del glaucoma. Hay que concienciar a los gobiernos de la necesidad de 
favorecer la investigación clínica y experimental en glaucoma para promover el conocimiento de la 
enfermedad y finalmente poder instaurar nuevas terapias que favorezcan el mantenimiento de la 
PIO y además protejan a las estructuras de la retina y nervio óptico del daño glaucomatoso, 
evitando la pérdida de visión y la ceguera. 
La identificación precoz de pacientes con alto riesgo para el desarrollo de lesiones 
neurodegenerativas  progresivas y sufrir atrofia óptica y ceguera es esencial en la práctica 
oftalmológica diaria. El diseño de algoritmos para identificación de HTO vs glaucoma, la aplicación 
de la calculadora de riesgo para el paciente hipertenso ocular versus glaucomatoso, la identificación 
de las moléculas implicadas en los mecanismos etiopatogénicos del GPAA y el control 
oftalmológico y el cumplimiento de los tratamientos prescritos, son la clave para un enfoque más 
racional hacia el seguimiento de los pacientes glaucomatosos, la instauración de un tratamiento 
individualizado más consistente y la mejora de la calidad de vida de estos pacientes. 
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1. El humor acuoso humano es una muestra disponible durante la cirugía oftalmológica del 
segmento anterior, con un gran potencial diagnóstico en relación con los mecanismos 
patogénicos de la HTO versus GPAA. 
 
2. El aumento significativo de la actividad oxidativa y la disminución significativa de la 
capacidad antioxidante del humor acuoso de los pacientes con GPAA demuestra que existe 
estrés oxidativo en los estadios avanzados de la enfermedad glaucomatosa y que el 
resultado final de su acción sería la inducción de apoptosis sobre los tejidos oculares. 
 
3. Entre los principales factores de riesgo para la evolución de la enfermedad glaucomatosa se 
incluyen la hipertensión ocular, la edad y la hipertensión arterial sistémica, 
correlacionando a su vez estas últimas con la actividad oxidativa (a mayor edad, mayores 
cifras de HTA y mayor oxidación, incrementa el riesgo de progresión del GPAA y la pérdida 
de la visión), e indirectamente con la actividad antioxidante total (cuanto mayor aumento de 
la edad y cifras superiores de HTA, menor actividad antioxidante total y en definitiva un 
riesgo aumentado para progresión del GPAA y para la ceguera). 
 
4. El óxido nítrico está significativamente aumentado en el humor acuoso de los pacientes con 
GPAA en relación con la evolución de la enfermedad, mediando una variedad de efectos 
sobre los tejidos oculares, entre ellos mecanismos de estrés nitrosativo,  anomalías en el 
tono vascular y en la hemodinámica,  favoreciendo procesos inflamatorios, afectando la 
neurotransmisión y las señales intercelulares, y promoviendo la apoptosis.  
 
5. La serotonina y sus metabolitos están presentes en el humor acuoso de los pacientes con 
GPAA, y actuando como neurotransmisores, regularían señales intercelulares 
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directamente relacionadas con la homeostasis del humor acuoso. El aumento significativo 
del ácido 5-hidroxiindolácetico en  los pacientes glaucomatosos apoyaría la pérdida de este 
mecanismo regulador a favor del aumento de la presión intraocular.  
 
6. Marcadores de apoptosis han sido detectados en el humor acuoso de pacientes con GPAA. 
Aunque la apoptosis es la muerte celular programada, también desempeña una función 
esencial en el mantenimiento de las células y tejidos. Puesto que la apoptosis está 
controlada por señales extracelulares y/o intracelulares, la identificación de PARP en los 
pacientes con glaucoma sugiere que el aumento de estos marcadores anunciaría el 
empeoramiento del curso de la enfermedad. 
 
7. El diagnostico precoz del glaucoma mediante los marcadores bioquímicos emergentes en 
humor acuoso y la inhibición de los mecanismos de inducción de la apoptosis se pueden 
aplicar en la clínica oftalmológica con el fin de mejorar el pronóstico visual y la calidad de 
vida de los pacientes glaucomatosos. 
 
8. La identificación de las moléculas implicadas en la progresión del GPAA, agentes oxidantes 
y antioxidantes, óxido nítrico, serotonina y sus metabolitos y mediadores de la apoptosis, 
sugiere nuevas estrategias terapéuticas para inhibir o promover las vías de transmisión de 
señales implicadas en las lesiones neurodegenerativas del GPAA. 
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HOJA DE INFORMACIÓN AL PACIENTE  
 
TÍTULO DEL ESTUDIO: Identificación de nuevas moléculas implicadas en la neuropatía óptica 
glaucomatosa.   Prevención de la ceguera por glaucoma. 
 
CÓDIGO DEL PROMOTOR:  
 
PROMOTOR:  
 
INVESTIGADOR PRINCIPAL Dra. Mª Dolores Pinazo Durán, Unidad Investigación 
Oftalmológica,  961622497  
 
CENTRO: Hospital Universitario Dr. Peset 
 
INTRODUCCION  
Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigación en el que se le invita a participar. El 
estudio ha sido aprobado por el Comité Ético de Investigación Clínica del Hospital Universitario Dr. Peset.  
Nuestra intención es tan solo que usted reciba la información correcta y suficiente para que pueda evaluar y 
juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja informativa con atención y nosotros le 
aclararemos las dudas que le puedan surgir después de la explicación. Además, puede consultar con las 
personas que considere oportuno.  
 
PARTICIPACIÓN VOLUNTARIA  
Debe saber que su participación en este estudio es voluntaria y que puede decidir no participar o cambiar su 
decisión y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la relación con su 
médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.  
 
DESCRIPCIÓN GENERAL DEL ESTUDIO:  
Se realizará un estudio de marcadores de estrés oxidativo y otras moléculas implicadas en la neuropatía 
óptica glaucomatosa en pacientes con glaucoma primario de ángulo abierto y pacientes con cataratas, para lo 
cual se les extraerá una muestra de humor acuoso (0.1-0.2 mL) y otra de sangre, que serán procesada en el 
laboratorio de la Unidad de Investigación Oftalmológica. 
Anexo I 
 141 
La extracción de humor acuoso se realiza mediante paracentesis, una técnica sencilla y totalmente 
inofensiva, al inicio del acto quirúrgico, utilizando una jeringa de 27g y un microscopio quirúrgico. La 
muestra sanguínea se tomará también antes de la operación, en tubo de EDTA de 4,5 mL.  
Pretendemos valorar la influencia de determinadas moléculas en el desarrollo de la neuropatía óptica 
glaucomatosa y evaluar el daño oxidativo producido por los radicales libres sobre las estructuras de la 
cámara anterior y posterior del ojo humano, y determinar si la administración de un suplemento oral 
antioxidante puede disminuir este estrés oxidativo. 
El número de pacientes ha incluir en este estudio es de 360, siendo financiado por el Fondo de Investigación 
Sanitaria. 
 
BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACIÓN EN EL ESTUDIO  
Esperamos que el conocimiento de los mecanismos intrínsecos del glaucoma nos permita abordar nuevos 
estudios y alcanzar tratamientos que eviten la evolución inexorable hacia la ceguera de pacientes afectos de 
glaucoma, que no  reaccionan al tratamiento médico-quirúrgico actual.  
No hay ningún riesgo para el paciente puesto que la extracción de la muestra de humor acuoso se realiza 
mediante una técnica totalmente inocua. La cantidad de muestra que se extraerá es la suficiente para llevar a 
cabo las pruebas de laboratorio, y no afectará al estado de visión del paciente. La extracción de sangre es un 
acto que se realiza de rutina antes de una operación, y no comporta ningún riesgo para el paciente. 
 
CONFIDENCIALIDAD  
El tratamiento, la comunicación y la cesión de los datos de carácter personal de todos los sujetos 
participantes se ajustará a lo dispuesto en la Ley Orgánica 15/1999, de 13 de diciembre de protección de 
datos de carácter personal. De acuerdo a lo que establece la legislación mencionada, usted puede ejercer los 
derechos de acceso, modificación, oposición y cancelación de datos, para lo cual deberá dirigirse a su médico 
del estudio.  
Los datos recogidos para el estudio estarán identificados mediante un código y solo su médico del 
estudio/colaboradores podrán relacionar dichos datos con usted y con su historia clínica. Por lo tanto, su 
identidad no será revelada a persona alguna salvo excepciones, en caso de urgencia médica o requerimiento 
legal.  
Sólo se transmitirán a terceros y a otros países los datos recogidos para el estudio que en ningún caso 
contendrán información que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos, iniciales, dirección, 
nº de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta cesión, será para los mismos fines del 
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estudio descrito y garantizando la confidencialidad como mínimo con el nivel de protección de la legislación 
vigente en nuestro país.  
El acceso a su información personal quedará restringido al médico del estudio/colaboradores, autoridades 
sanitarias (Agencia Española del Medicamento y Productos Sanitarios), al Comité Ético de Investigación 
Clínica y personal autorizado por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos 
del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislación vigente.  
 
OTRA INFORMACIÓN RELEVANTE  
Cualquier nueva información que pueda afectar a su disposición para participar en el estudio le será 
comunicada por su médico lo antes posible.  
Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningún dato nuevo será añadido a la 
base de datos y, puede exigir la destrucción de todas las muestras identificables previamente retenidas para 
evitar la realización de nuevos análisis.  
También debe saber que puede ser excluido del estudio si los investigadores del estudio lo consideran 
oportuno, ya sea por motivos de seguridad, por cualquier acontecimiento adverso que se produzca por la 
medicación en estudio o porque consideren que no está cumpliendo con los procedimientos establecidos. En 
cualquiera de los casos, usted recibirá una explicación adecuada del motivo que ha ocasionado su retirada del 
estudio  
Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los procedimientos del estudio 
que se le han expuesto.  
 
 
 
En Valencia,              de                                  de 200 
 
 
 
 
 
Nombre y firma: 
 
 
 
 
 
Anexo II 
 143 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
UNIDAD HTO 
Cálculo del riesgo de progresión 
 
   
Nombre:                                                            HªClínica: 
 
Fecha: 
 
Edad: 
 
I / Q oftalm. 
.................................................................................................................................... 
 
  Antec. Familiares glauc.   > 40 años   Expec. Vida > 10 años   GCC < 520µm   Miopía > 6D   
 
  HTA         ACV         Isquemia coronaria         Fenómenos vasoespásticos (Migraña, Raynaud) 
 
  Apnea del sueño          Diabetes          Hipotiroidismo           Tabaquismo           Raza negra 
 
.................................................................................................................................... 
Tratamiento hipotensor anterior     SI     NO  ¿Cuál?                                           Desde 
 
PIO pretratamiento: OD     mm Hg.                                                                   PIO objetivo: OD     mm Hg. 
                                 OI       mm Hg.                                                                                         OI       mm Hg. 
 
 
Fecha     
A.V. 
 
    
PIO mm Hg. 
 
 Riesgo 
Glauc % 
 Riesgo 
Glauc % 
 Riesgo 
Glauc % 
 Riesgo 
Glauc % 
GCC µM 
 
        
E/P         
d Vertical E         
Muesca ANR         
Palidez         
Hemorragias         
V. bayoneta         
Atrofia perip.         
Asimetría AO         
P 
A 
P 
I 
L 
A 
Área ANR mm2         
C.V.         
Tto.         
Sgmto.         
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LABORATORIO OFTALMOLOGÍA 
FICHA ENSAYO 
Ensayo nº: 
 
 
Test:  
Fecha: 
Nombre investigador: 
Comentarios: 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             
B             
C             
D             
E             
F             
G             
H             
 
Anexo IV 
 145 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ENCUESTA EXPERTOS GLAUCOMA 
Unidad Investigación Oftalmológica 
“Santiago Grisolía” 
Contactamos con Vd. Desde la Unidad de Investigación 
Oftalmológica “Santiago Grisolía” de Valencia con el fin de solicitar su 
colaboración en una encuesta sobre GLAUCOMA. 
 
Esta Encuesta será voluntaria y los resultados serán analizados 
estadísticamente por los responsables del estudio. Los datos serán 
utilizados solo y exclusivamente para adjuntar a la Sección Discusión del 
Proyecto de Tesis Doctoral de D. Vicente C. Zanón Moreno, inscrita en el 
Departamento de Medicina Preventiva de la Facultad de Medicina de la 
Universidad de Valencia. 
 
Su colaboración es esencial para lograr una integración de los 
datos de laboratorio con la práctica oftalmológica diaria. 
 
Rogamos remitan a su disponibilidad sus opiniones al respecto. 
 SI NO A VECES NUNCA 
¿Considera que el Glaucoma es un 
proceso multifactorial? 
    
¿Es la PIO un factor esencial para el 
desarrollo del Glaucoma? 
    
¿Es la Muerte de las Células 
Ganglionares y fibras del nervio óptico 
la causa de la neuropatía glaucomatosa? 
    
¿Consideraría otros factores en el curso 
de la enfermedad glaucomatosa? 
    
¿Vd. Apreciaría el desarrollo de 
marcadores para la enfermedad 
glaucomatosa? 
    
¿Si consideramos la neurodegeneración  
en la etiopatogenia del glaucoma, los 
fármacos encaminados a frenarla serían 
apreciados en la práctica oftalmológica  
diaria glaucomatosa? 
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- PLANTILLA 1 - 
DATOS ENFERMEDAD 
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- PLANTILLA 2 - 
EXPLORACIÓN OFTALMOLÓGICA 
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- PLANTILLA 3 - 
RESULTADOS REDOX 
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- PLANTILLA 4 - 
RESULTADOS NEUROTRANSMISORES 
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- PLANTILLA 5 - 
RESULTADOS APOPTOSIS 
